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Until comparatively recently there seemed little reason for doubting 
that the centromeric region of chromosomes was single at mitotic 
metaphase and metaphase II of meiosis, and this concept was almost 
universally accepted by cytologists. Chromosome arms could be seen to 
divide at the earlier stages of division, but cytological studies in almost 
all cases revealed the existence of an apparently undivided centromere 
until late metaphase. The teleological argument that, since chromosome 
arms were doubled, the sister chromatids had to be joined together by 
an undivided centromere, was frequently used, and confirmation of the 
concept seemed to be obtained from biochemical evidence that the 
centromeric region was relatively devoid of nucleic acid (n. a.). This is 
generally considered to be an essential factor in chromosome reproduc- 
tion and such a deprivation would naturally cause a delay in division. 

Some workers however, notably ScHRADER (1939), OESTERGREN 
(1947) and Lima-pz-Fartia (1949) have repeatedly queried this inter- 
pretation of the time of division of the centromere. They maintain that 
the centromere is already divided and that other regions of chromosome 
arms keep sister chromatids together until anaphase. Observations made 
on treated tissues e.g. those treated with c-mitotic substances, (Ts10 and 
Lrvan 1950) in which a doubled centromere is visible, are frequently 
quoted in support of the argument. Some untreated material aiso shows 
evidence of this divided structure e.g. Agapanthus umbellatus (LIMA-DE- 
Faria 1953) and Ulophysema orisundense (MELANDER 1950), and from 
limited observations such as these, there has beena tendency to generalise. 

Evidence which I have recently obtained from a study of abnormal 
tissues in Hordeum vulgare revealed however that it might be possible to 
reconcile these two opposing interpretations. The studies showed that the 
centromeres, in conditions where the normal n. a. metabolism of the cell had 
been upset, also behaved very abnormally. Such abnormal behaviour of 
centromeric activity under unusual conditions has been previously noted 


Chromosoma. Bd. 8 : 16 











222 D. Roy Davizs: 


e.g. the behaviour of the arms (which are under centromeric control) of 
B chromosomes in pollen grains and embryo sacs. 

Thus, we have the situation in which the n. a. organisation of the 
chromosome is influenced by the centromere, which in turn is affected 
by environmental conditions. If the behaviour of the centromere can 
vary under different conditions within the same organism, then it seems 
likely that centromeric activity will not follow the same uniform pattern 
in different organisms. 

The present paper is an attempt to show how the form and behaviour 
of the centromere may be related to metabolic activity and also how 
it may be possible to reconcile the opposing views which have been put 
forward with regard to the behaviour of the centromere. 


Results 
Tapetal cells in the anthers of cultivated barley, Hordeum vulgare 
normally cease to divide before the nuclei of the pollen mother cells 





Fig. 1. Precocious division of the centromere—the two component halves actively repelling 
each other. X 3000 


emerge from the resting condition which precedes the meiotic divisions. 
Cytological examination of two particular intervarietal hybrids of barley, 
revealed however that their tapetal cells behaved in an unusual manner. 
They were still actively dividing at a time when the pollen mother cells 
were, in one instance, in the first prophase, and in the other, as late as 
the first metaphase stage of meiosis. Tapetal cells in this species are 
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binucleate, each nucleus being diploid. A study of these cells in the two 
hybrids revealed the presence of numerous abnormalities, the following 
being especially prevalent: (a) 
Persistent meristematic activity 
of the celis. (b) Polyploid nuclei. 
(c) Uninucleate and multinucle- 
ate cells. (d) Chromosome stick- 
iness. (e) Anaphase sticky brid- 
ges. (f) Lagging chromosomes. 
(g) Differential condensation of 
the chromosomes. (h) Overchar- 
ging of the centromeric chromo- 
meres (Fig. 2). (i) Prominent 
divided centromeres at mitotic 
prophase (Fig. 1). (j) Precocious 
centromeric repulsion (Fig. 1). 


With the exception of a Fig. 2. Divided centromeric chromomeres, 
few cells the ollen mother excessively charged with nucleic acid. The chro- 
> 





. > mosomes, which are still at the early pro- 

tissue was devoid of any ab- phase stage of mitosis show considerable 

normalities. stickiness. x 3000 
Discussion 


The abnormalities listed here are in many instances directly com- 
parable to those reported by other authors. For example, a persistent 
meristematic activity of the cells has been observed in the pollen grains 
of Sorghum by DARLINGTON and Tuomas (1941). They attributed the 
effect to an increase in the n. a. content of the cells, this in itself being 
due to the presence within the chromosome complement of super- 
numerary heterochromatic B chromosomes. Similarly KoLLER (1943) 
has suggested that the increased rate of division of malignant cells might 
be due to a quantitative change in n.a. synthesis. Such malignant 
tissue is also frequently characterised by the presence of multinucleate 
and polyploid cells as in (b) and (c) above. 

Other abnormalities, including the irregular deposition of n. a. on the 
chromosomes, suggesting an accentuated differentiation of eu- and hetero- 
chromatin, and the sticky anaphase bridges, can be directly compared, 
both, to those seen in cells exposed, to ionising radiations (DARLINGTON 
and La Cour 1945), to low temperatures (DaRLINGTON and La Cour 
1940), and to those which occur in the precursors of red blood corpuscles 
of mammals (La Cour (1944). The irregular deposition as DARLINGTON 
and La Cour (1940) suggested may be due to the starvation of the 
heterochromatic regions in the absence of correctly polymerized n. a. 
Similarly, the adhesion of sister-chromatids at anaphase may be due to 
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the general stickiness of the n. a. though the possibility of errors in the 
division of the end genes can not be entirely ignored in this connection. 
Both Dariineton and La Cour have attributed the abnormalities 
studied by them to an upset in the n. a. metabolism of the cell, and 
it may similarly be concluded that the functional and morphological 
abnormalities of both cells and chromosomes discussed here, are due to 
both a qualitative and quantitative upset in the n. a. cycle and meta- 
bolism of the tissue. 

The behaviour and structure of the centromere in this abnormal 
environment proved to be particularly interesting, especially with regard 
to the information it provided of the normal functioning of the centro- 
mere. The structure of the region generally defined as the centromere has 
been described in detail by several authors (Lima-DE-Faria 1949, Ts10 
and Levan 1950, Erp 1952). Observations on the present material con- 
firm their interpretation, that the centromere is composed of two chromo- 
meres connected by a single strand, and joined to their respective 
chromosome arms by a similar lightly stained fibrillum. 

Reference has already been made to the opposing interpretations of 
the time of division of the centromere at mitosis, in which one school of 
cytologists tends to generalise that the centromere is always single at 
metaphase, while the other wishes to maintain that the centromere is 
essentially double even at prophase or pro-metaphase. 

In considering these two opposing views and in attempting to eluci- 
date whether they are to some extent reconcilable, it is essential to 
consider the entire behaviour of the centromere, with especial reference 
to the close inter-relationship which exists between centromeric activity, 
n. a. metabolism, and chromosomal behaviour. An example illustrating 
this close inter-dependence is found in the behaviour of B. chromosomes. 
These chromosomes are known, in general, to be heterochromatic, and to 
show a certain degree of heteropycnosis when compared with the A chromo- 
somes. Their chromosomal gradients in terms of chromomere structure 
and stainability are also not developed to the same extent as in the A chro- 
mosomes (LIMA-DE-Far1a 1952). Since chromosomal gradients can be 
directly related to centromeric activity, we must presume therefore that 
the latter differs in A and B chromosomes. Now it is known that B 
chromosomes usually divide and separate fairly regularly, except at the 
anaphase of pollen mitosis and in mitotic divisions within the embryo sac. 
There, provided the distal heterochromatic regions are present, the two 
sister chromatids remain attached, though the daughter centromeres 
have separated. Roman (1947) has shown that after interchanges be- 
tween A and B chromosomes, only interchange chromosomes bearing the 
B centromere exhibit non-disjunction. It does appear therefore, that in 
certain enviroments, the normal behaviour of the imperfect centromere 
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is upset, so that the latter is unable to correctly organize the n. a. of 
the chromosome, and hence this stickiness and adhesion of sister chroma- 
tids occurs. This is an unique form of selective cellular differentiation 
for a particular type of centromeric behaviour. 

A further illustration of the relationship we are considering can be 
seen in the pseudo-centromeric behaviour induced in some species, notably 
rye and maize, by a derangement of the.n. a. metabolism within the cell. 
These ‘““T ends’ or temporary centromeres, as their name implies, are 
located at the ends of chromosomes—this part being notably sensitive 
to n. a. changes. They are limited to meiosis, and in rye 0—6 pairs of 
chromosomes may be affected in susceptible genotypes. Affected ends 
are usually heterochromatic and in maize, plants homozygous for a 
particular chromosome with extra chromatin have a high frequency of 
“secondary centric’ regions whilst heterozygous ones have considerably 
fewer. 

In considering the effect of the centromere upon the chromosome, and 
especially its n. a. component, there are numerous and varied examples 
which can be cited. It is known for example that charging of the chromo- 
some with n. a. at meiosis frequently begins at or near the centromere 
(DARLINGTON 1933). Lima-DE-Farta (1952, 1954) has observed that the 
gradients which exist in the structure and stainability of pachytene and 
interphase chromosomes, can be related to the position of the centromere. 
The behaviour of ‘‘T ends” can be related to centromeric control-mobile 
ends being found predominantly on the short arms of chromosomes. 
Centromeric control of non-disjunction in B chromosomes has been 
previously mentioned. Other evidence can again be found in the work 
of KoLuEr (1946), who interpreted the action of mustard gas in producing 
different chromosomal breaks, as being due to a specific effect upon the 
centromere. Differential behaviour of the end genes of centric and 
acentric fragments is also related to this control (DarLineTon 1947). 
ReeEs (1953) found indications of centromeric determination of the 
position of “pseudochiasmata”’ formation in Scilla campanulata. Finally 
RHoaDEs and Kerr (1949) state that in maize subsidiary spindle fibres 
have been observed on a terminal part of the chromosome arm—this 
activity being due to the presence of a substance which has been secreted 
at the centromere, flowing along the chromosome to the ends and 
generating spindle fibres there. 

The close interrelationships which we have shown to exist between 
centromeric activity, chromosome organisation, and cellular conditions 
may now indicate how the two previously opposed interpretations of cen- 
tromeric structure can now bereconciled. If weassume for the present that 
the centromere at metaphase of mitosis is single, we can suggest that the 
divided centromere seen after treatment with c-mitotic substances is 
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due to an upset in centromeric activity. These substances have pronoun- 
ced effects on chromosomes and cytoplasm and it is not difficult to 
visualise that precocious division of the centromere occurrs, whilst the 
repulsion and separation of half-centromeres is impeded, and similarly 
the n. a. organization of the chromosome arms is upset. We have seen 
how the centromeric activity of B chromosomes is modified in different 
environments, such that attachment regions develop in the arms. The 
present observations and the abnormalities listed at the beginning of this 
paper now become very relevant to this discussion, in that they provide 
another example of abnormal centromeric activity in an unusual environ- 
ment. , 

It will be remembered that several features of the tapetal tissues 
studied, indicated an excessive n. a. content. The abnormalities which 
particularly concern us now are (h), (i) and (j)—overcharging of the 
centromeric chromomeres with n. a., prominent doubled centromeres at 
mitotic prophase and precocious centromeric repulsion. The chromomeres 
indicated in Fig. 2, are certainly not of the classical small and naked 
types, in other words we must assume an excessive deposition of n. a. 
upon them. From an analogy again with other authors’ work, we can 
obtain some relevant information. DaRLINaTon (1939) has reported 
that heterochromatic sex chromosomes:in the Hemiptera-Heteroptera are 
precociously charged with n. a. and frequently have a precocious division 
of the centromere. Similarly, in Drosophila species bearing the “sex- 
ratio” complex the X-chromosomes which have an increased n. a. charge 
divide twice instead of once (DARLINGTON and DoBzHaNnsky 1942). 
These examples indicate that the excessive n. a. charge of the chromo- 
meres has in the same manner induced precocious division of the centro- 
mere in the tapetal cells. The precocity is further emphasised in the 
repulsion of daughter centromeres in cells still in prophase. Such a 
repulsion also contradicts the theory that the centromere is an intrinsi- 
cally inert body, entirely dependent on polar forces for its movement 
(OESTERGREN 1951). 

If centromeric activity can be modified in these ways, such that 
precocious division can occur, or attachment regions can develop in 
chromosome arms, then it is indeed possible that, though most organisms 
. normally have an undivided centromere at mitotic metaphase or meta- 
phase II of meiosis, some others, due to their innately differing cellular 
conditions and centromeres, have a divided centromere at these stages. 

We may perhaps go further, and suggest that these examples in which 
the region of special cycle of division, mobility component, and that of 
attachment, are separate, represent a more primitive form of chromosomal 
organisation. In the process of chromosome evolution one of the main re- 
quisites was an efficient mobility component to ensure regular chromo- 
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somal segregation. Without it, no benefit can accrue from “tying the 
genes together” into what we now know as the chromosome. To attain 
this, the region which functioned in the spindle mechanism. was selectively 
maintained free from n.a. during meiosis, so that the gene products 
could diffuse unimpeded. This initial deprivation of the n. a. which is 
essential for chromomeric reproduction could cause the delay in centro- 
meric division which is found in many organisms. The mode of origin 
of the centromere can be seen in the mobility components of T ends and 
the attachment regions of the arms seen in the examples quoted by 
Lima-DE-Faria (1955), but probably nowhere, including the multiple 
centromeric type, has their evolution attained the stage found in those 
forms where the special cycle of division, attachment region and mobility 
component have been combined in one chromosomal segment. 

The main conclusion to be derived from the present considerations 
is that we must regard the appearance, behaviour and activity of the 
centromeres in terms of its interaction with all the factors in its environ- 
ment. 

Summary 

1. Considerable controversy exists in relation to the single or doubled 
nature of the centromeric region of chromosomes at metaphase of mitosis 
and metaphase II of meiosis. Until comparatively recently it was 
considered single by most workers, but observations on treated and some 
untreated material led others to conclude that it was double. 

2. Relevant information regarding these two concepts was obtained 
from observations made on tapetal tissue in the anthers of two inter- 
varietal hybrids of Hordeum vulgare, which revealed numerous cellular 
and nuclear abnormalities. 

3. These abnormalities included-peristent meristematic activity of 
the cells; polyploid nuclei, uni- and multi-nucleate cells; chromosome 
stickiness and sticky anaphase bridges, as well as certain abnormal 
centromeric features such as overcharging of the centromeric chromo- 
meres; divided centromeres at mitotic prophase; precocious repulsion 
of daughter centromeres. 

4, All nuclear and cellular abnormalities were attributed to an upset 
in the nucleic acid metabolism within the cell. 

5. Examples of some of the known effects of the centromere on n. a. 
organization and of n.a. metabolism on centromeric behaviour are 
discussed. 

6. From a consideration of these effects, and the observed effect of 
an unusual n. a. metabolism on the centromeres of H. vulgare chromo- 
somes, it is suggested that whilst most organisms have an undivided 
centromere at mitotic metaphase and metaphase II of meiosis, others 
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have divided centromeres at these stages, due either to innately differing 
metabolic activities or to treatment with e.g. c-mitotic substances. 
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Introduction 


Haploid-diploid species, in which the males develop from haploid, 
unfertilized eggs, while females develop from fertilized eggs, present 
a continuing challenge to zoologists. The phenomenon is relatively 
wide-spread and obviously of indepéndent origin in different groups 
of Metazoa. Its existence is established in almost all of the Hymenoptera 
so far investigated, in several species of Homoptera and Acarina, and 
in at least one species of Coleoptera. Breeding experiments indicate 
that haploid parthenogenesis occurs in the Thysanoptera and Rotifera 
as well, but. chromosomal conditions in the species investigated are far 
from clear. 

The phenomenon of haploid parthenogenesis presents a series of 
questions which have been reviewed by ScHRaDER and HUvuGHEs- 
ScHrapD=R (1931), Wurttne (1945) and Wuire (1954). These include, 
in addition to the obvious ones of sex determination and the cause and 
mechanism of parthenogenesis, certain basic questions relating to 
chromosomal conditions in males and females. Consider, for example, 
what is meant by the expression “haploid male’? — so commonly 
employed with reference to haploid-diploid species. The term implies 
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that the cells of the male carry a single set or haploid complement of 
chromosomes and thus puts such individuals in striking contrast to 
those of other species of animals in which haploid individuals are almost 
always inviable. That the chromosome number of cells of the male 
germ line is haploid may be regarded as proven for a large number of 
species, but the evidence is fragmentary for somatic tissues. It is true 
that in the iceryine coccids the male has been shown to be haploid in 
several somatic tissues (HUGHES-SCHRADER 1930b), but for most other 
species the evidence is less difinite. The reason for this lies in the 
technical difficulties which are encountered in such analyses: in most 
of these species a relatively high chromosome number is correlated 
with relatively small chromosome size; there exists a tendency toward 
precocious splitting of chromosomes as well as occasional somatic 
pairing; and, of course, metaphases are rarely found except in embryonic 
or larval tissues. 

Furthermore, in recent years two additional considerations have 
forced themselves into the discussion of these aspects of the haploid- 
diploid question. The first of these is the recognition of the wide extent 
of differential somatic polyploidy in insect tissues, stemming largely 
from GEITLER’s studies on Gerris (1939). The second is the concept of 
differential polyteny so clearly revealed in the giant or salivary-type 
chromosomes of different tissues of the Diptera as analyzed by BauER 
and his students (BAUER and BEERMANN 1952; BEERMANN 1952). 

With respect to the first of these considerations, it has long been 
known that somatic polyploidy — so characteristic of insect tissues in 
general — occurs in certain tissues of the male, as well as of the female, 
of some haploid-diploid species (e.g., HuGHES-SCHRADER 1930; SANDER- 
son 1932). But, as pointed out by WurrE (1954), “It is, unfortunately, 
not known whether the somatic nuclei of male and female haplodiploids 
reach the same degree of polyploidy in the course of development, or 
whether tissues which are ‘endo-octoploid’ in females are ‘endo-tetra- 
ploid’ in males, and so on’. 

Secondly, the possibility that a differential polyteny characterizes 
the nuclei of males and females in haploid-diploid species means that 
not even the most meticulous of chromosome counts can unequivocally 
establish the. relative chromosome content of male and female nuclei. 
It is clear that a single duplication of the basic chromonemata, without 
a subsequent separation of the halves, will yield chromosomes of double 
valence. If this occurred in all the chromosomes of the haploid set of 
of the male, there would result a nucleus which would be “equal” in 
chromosomal content to nuclei of the female, and yet would remain 
haploid in chromosome number. This very point was insinuated by 
BORNER as early as 1925, and was adhered to as late as 1945 by WHITING. 
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In view of recent work (HuaHEs-ScHRADER 1951) it is quite clear, 
however, that attempts to prove that such a change in chromosomal 
mass has or has not occurred, may be very misleading if only morphology 
or volumetric measurements of the chromosomes are used as criteria. 

A re-examination of the haploid-diploid question is aided considerably 
by the development of cytophotometric techniques (PoLLIsTER and 
ORNSTEIN 1954), which make possible the measurement of the deoxy- 
ribose nucleic acid (DNA) content of individual nuclei, which in turn 
has been shown to reflect differences in the ‘“‘ploid level” of nuclei 
(Swirr 1950; LEUCHTENBERGER, VENDRELY and VENDRELY 1951) as 
well as differences in the “‘polytene level” of chromosomes (SwirT and 
RascuH 1954). This approach has already been successfully applied by 
B. C. Moore (1952) to a comparison of nuclei of haploid and diploid 
embryos of Rana pipiens. The haploid number of chromosomes is 
retained in the tissues of the haploid embryos, and the mean amount 
of DNA per nucleus is approximately one-half that in the diploid 
embryos, — indicating that no change, either in the chromosome number 
or in the chromosome valence: has occurred. However, since haploidy 
was induced artificially, and the haploid embryos never reach maturity, 
these conclusions might not necessarily apply to naturally occurring 
haploid parthenogenesis. By similar methods, Merriam and Ris (1954) 
have approached this problem in a natural haploid-diploid organism 
— the honey bee — but, as will be pointed out later, their investigation 
does not permit a definitive conclusion on the main points which interest 
us here. 

The primary question still remains open: how, in haploid-diploid 
species, do the chromosomes of the male compare in number and in 
valence to those of the female? To answer this question, it is necessary 
that the animal employed contain tissues in which the chromosome num- 
bers can readily be determined and in which DNA measurements of nuclei 
in situ are technically feasible. These conditions are met by Steatococcus 
tuberculatus Morrison (Morrison 1941), an iceryine coccid, which, in 
common with all members of this tribe thus far studied, carries only 
two chromosomes in the germ cells of the male and four in those of the 
female (HuGHES-ScHRADER and Ris 1941). 


Materials and methods 
Steatococcus tuberculatus MoRRISON was first collected in Oaxaca, Mexico by 
Dr. Satty Hueues-ScurapDer in 1933 and is maintained at present on various 
species of Acacia and.Cassia trees under greenhouse conditions!. Its life cycle 
conforms to that of other Iceryini studied (HuGHES-SCHRADER 1930a). It breeds 


1 Imported under special permit from the U.S. Bureau of Entomology and 
Plant Quarantine. 
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continuously throughout the year, a single generation requiring, in greenhouse 
culture, approximately 85 to 105 days for completion. There is great variation in 
the duration of individual instars, depending in part on temperature and food 
conditions and part on the variable time spent by the larvae in the brood pouch 
of the mother. Thus the duration of the first instar, if timed from emergence 
from the pouch to the first molt, may vary from three to five weeks. In common 
with other members of its group the life cycle of the female comprises only four 
instars, all larvariform, whereas the. male passes through five instars, appearing in 
the fifth instar as a winged imago. The nymph loses its mouth parts at the second 
molt and passes through the third and fourth instars in a cocoon-like envelope of 
wax filaments secreted by glands of the hypodermis. During first and second instars, 
sex is indistinguishable except by dissection; thereafter marked morphological 
changes in body form, wax production, setae and tubercles of the dermis result in 
the extreme sexual dimorphism characterizing the mature forms. 

All animals to be studied were collected in the afternoon and taken directly 
to the laboratory for immediate dissection after identification of instar and, wherever 
possible, sex. Each animal was opened ventrally, exposing the internal organs. 
These were then flooded with Carnoy’s fixative (3 absolute alcohol: 1 glacial acetic 
acid) after which the animal was transferred to a vial of fixative for approximately 
30 minutes. After dehydration the specimens were embedded in paraffin via parlo- 
dian-methyl benzoate. Section thickness was varied according to the size of the 
nuclei to be analyzed. The Feulgen reaction was carried’ out as described by 
STowE. (1945). All tissues to be analyzed were hydrolyzed for 10 minutes in 
1 N HCl at 60° C. and were stained for one and one-half hours. Several sections of 
each tissue were prepared as controls by omitting the hydrolysis. Tissues were 
carried through 3 ten-minute changes of bleach, dehydrated and cleared in xylene. 
In order to reduce as much as possible the error in photometric measurement 
due to non-specific light loss, the tissues were mounted Shillabers’s oil of such 
refractive index that a minimum amount of light was scattered by the nuclei to 
be measured. 

All division figures in which chromosomes could be counted were recorded as 
to number of chromosomes, the tissue involved, and the instar and sex of the 
individual (determined for first and second instar animals by the presence of testis 
or ovary). 

In all cases, the nuclei to be measured photometrically were first studied 
under a microscope and a map drawn for each set of nuclei. This insured that 
only uncut, non-overlapped nuclei were measured and preserved a record of 
the nuclei from which data were accumulated. Such maps, in addition, allowed 
for tests of reproducibility of both volume and DNA content measurements. 

Measurements were made on the apparatus previously described by ANSLEY 
(1954), the only important alteration being the use of a Zeiss 10x objective, 
N.A. 0.30, as condenser. Measurements were made according to Swift’s (1950) 
modifications of the method described by PoLtistER and Ris (1947). In the great 
majority of cases, plugs comprising 60% to 70% of the nuclear volumes were 
photometrically measured; in a few cases as little as 40% or as much as 80% of the 
nuclear volume was measured. The extinctions of these plugs was never less than 
0.09, and never greater than 0.45. 

Diameters of nuclei were determined by use of a Zeiss filar micrometer, the 
units of which were calibrated by means of a Zeiss micrometer slide. Filar micro- 
meter readings for the major and minor axes of each nucleus were averaged, this 
figure converted to micra, and the volume in cubic micra was then computed. The 
ratio of the axes never exceeded 2.0 and in the majority of cases was below 1.5. 
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Reproducibility tests were performed on a sample of nineteen nuclei. Two 
ndependent measurements of the diameter of the same nuclei differed by as much 
as 10%, but the great majority of compared measurements differed by less than 4%. 
The means of the two series of measurements of the nineteen nuclei differed by 
only 2%. Measurements of DNA content were somewhat less reproducible. Two 
independent measurements of the same nucleus differed by as much as 20%, but 
the great majority of paired measurements differed by less than 7%. The means 
of the two series of measurements of the nineteen nuclei differed by less than 5%. 
In line with these tests, each nucleus thereafter was measured but once. 

A highly variable Feulgen-positive reaction was encountered in the cytoplasm 
of certain tissues, in both hydrolyzed and non-hydrolyzed sections. In individuals 
exhibiting this reaction, it was most intense in the wax glands, somewhat less 
intense in the hypodermis and fat 


body, and absent in Malpighian tubu- Table 1. DNA content of spermatid and 


les. Prolonged extraction in xylene hypodermal ; of third i 
reduced the reaction and was accor- ¥ nuclel of third instar sles 


dingly adopted as routine procedure, Mean 

but attempts to eliminate it comple- Slide | Typeofnuclei} DNA | s.e. be 
tely by use of various fat solvents and 
aldehyde blocking agents (PEARSE ; 

1953) were not nua. To deter- 9 Mesa rane und aan 7 
mine if the reacting material were b) spermatid | 0.470 | 0.021 | 16 




















exclusively cytoplasmic or distri- hypodermal | 0.496 | 0.037| 7 
buted through the nucleus as well, c) spermatid | 0.608 | 0.018 | 29 
DNAse (deoxyribonuclease) treated hypodermal | 0.625 | 0.019 | 20 
sections were hydrolyzed, stained, Slides a, b and c were not hydrolyzed 


and measured photometrically. The 
data obtained indicated that a great 
deal of variation occurred in the 
amount of material present not only 
in different nuclei but also in different cytoplasmic regions. Furthermore, no 
correlation existed between the extinction through a nucleus and the extinction 
through the immediately adjacent cytoplasm. The extinctions obtained in this 
way were, of course, very low as compared to those through nuclei not treated 
with DNAse; the error in most cases would not exceed 15%. Inasmuch as the 
variability of this reaction seemed to preclude any application of a correction factor 
to the individual nuclear extinctions, the data which follow were gathered from 
specimens in which this reaction was lacking or weak and no alteration of the 
original values obtained has been made. It should be reiterated at this point that 
this reaction does not occur at all in the tissues analyzed in first and second instar 
individuals, nor in the Malpighian tubules at any instar. Furthermore, in males 
of all five instars the reaction is negligible in amount in the tissues analyzed — with 
the single exception of the wax glands. The tissues in which this reaction resulted 
in a slight error in the calculation of DNA amounts are, therefore, hypodermis, fat 
body and wax glands of third and fourth instar females and wax glands of the 
third instar male. 

In order to compare the DNA values obtained from different slides and to 
calculate the degree of polyploidy or polyteny of various tissues, some standard. of 
reference is required. Ordinarily, sections of the testis constitute an ideal standard, 
the average DNA content of spermatid nuclei, if sperm. are morphologically 
unfavorable for measurement, representing the haploid value. In Steatococcus 
tuberculatus, spermatids appear in the testis several days after the male reaches 
third instar, but the small size of the testis and the close packing of spermatids 


at the same time; s.e. = standard error of 
the mean; N = number of nuclei measured. 
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makes it impossible to use sections from the same testis on all slides to be studied. 
Inasmuch as nuclei in the hypodermis of the third instar male give a consistent 
chromosome count of two, the haploid number, and have a mean amount of DNA 
almost identical to that of spermatids (Table 1) hypodermal tissue of third instar 
male was placed on all slides and used as standard of reference. All of the data 
obtained from the several slides are expressed relative to this standard which, being 
haploid, is given the value 1. The relative amount of DNA per nucleus of the 
various tissues on a single slide, calculated according to the formula referred to 
above, is divided accordingly by the mean of the standard on that slide. In this 
way, diploid nuclei will have the value 2, tetraploid nuclei the value 4, and so on. 


Results ; 

The nature of the present investigation imposes certain limitations 
on the selection of tissues to be studied. These limitations involve, prima- 
rily, sphericity of the nuclei, intensity and homogeneity of the Feulgen 
staining and a frequency of mitoses sufficient to permit the comparison 
of the nuclear content of DNA with chromosome number. Using these 
criteria, the following nuclear types were selected: 

1. Hypodermal nuclei: These nuclei are contained in simple cuboidal 
or somewhat flattened cells of the integument which underlie the 
smooth areas of the exoskeleton. 

2. Fat body nuclei: The fat body consists of irregularly shaped 
cells diffusely spread throughout the dorsal part of the body. These 
cells contain a single nucleus the shape of which varies from the irregular 
to the spherical. Only the most spherical nuclei were measured. 

The nuclei of the following two tissues were also analyzed although 
mitoses rarely or never appeared. These are included however because 
the degree of chromosomal duplication alone, although it cannot be 
used in deciding between increases in chromosome number and increases 
in chromosome valence, is of interest in itself when male and female 
tissues are compared: 

3. Nuclei of the circumlocular wax-producing glands: These glands 
consist of an invagination of hypodermal cells which differentiate into 
three cell types — one large basal cell containing a large nucleus; one 
or two small elongate cells, centrally located, and containing small 
irreguiarly shaped nuclei; and several cells of intermediate size forming 
a ring around and slightly above the basal cell. These last mentioned 
cells contain nuclei of almost spherical shape and were the only nuclei 
of the wax gland analyzed (see P. PoLtisTER 1.937 for detailed description 
of similar glands in Pseudococcus maritimus). 

4. Malpighian tubule nuclei: The Malpighian system consists of 
three long tubules, each of which consists of a chain of paired cells 
surrounding a well-defined canal. 

Each of these four nuclear types was analyzed at each instar in 
both male and female individuals, with the exception of the nuclei of 
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the wax glands of the male, which degenerate after the third instar. 
At least two animals of each sex were used todetermine the mean amount 
of nuclear DNA in each tissue, with the exception of the Malpighian 
tubule nuclei where but one animal of each sex was used. 


A. Chromosome number and DNA content 


Hypodermal nuclei. All metaphases and late prophases encountered 
in the hypodermis of males throughout the first four instars contain the 
haploid set of two chromosomes (Fig. 1); no mitoses were found in 
fifth instar males. The female hypodermis consistently presents the 
diploid complement of four chromosomes at 
each mitosis encountered during all instars lf 
(Fig. 2). “8 

The evidence from chromosome counts is 
borne out completely by the results of the , . 
DNA determinations. Fig. 3 presents these ; Ou 
data in graphic form. It can be seen that the pigs. 1 ana 2. Camera lucida 
majority of the nuclei in the male hypodermis drawings of metaphases in 
at each instar have DNA amounts centering mig Fi domanso 
around the value 1.0 which represents the * Tiird pre esl > so fm 
haploid condition’. The curve for one of the 
first instar males clearly indicates two distinct groups of nuclei, one 
at the haploid value of DNA and one at the diploid. Several of 
the nuclei making up tlie group at the diploid value were plainly 
distinguishable from those making up the group at the haploid value 
on the basis of nuclear size and distribution of Feulgen staining material. 
At the time of mapping they were identified as early prophase nuclei 
and their elevated values, i.e., approximately diploid, justify this 
classification. Included in this same diploid group, however, are several 
nuclei which were not distinguishable morphologically from the majority 
of the nuclei measured, indicating that the synthesis of DNA prior to 
cell division in this tissue begins before any morphological changes are 
apparent. 

The DNA determinations for the female hypodermis are again 
consistent with the results of chromosome counts. With only a few 
exceptions, probably attributable to mitotic activity, the DNA values 
of these nuclei are close to 2.0. Close examination of the frequency 
curves at the four instars will reveal, however, a slight shift of the 





1 DNA values which are one, two, three, four, etc. times the mean amount 
of DNA in spermatid nuclei will be referred to as haploid, diploid, triploid, tetraploid, 
etc. On the basis of such DNA amounts alone, no implication is made as to chromo- 
some number. 
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Fig. 3 


peaks to somewhat higher values as age 
increases. As previously pointed out, the 
hypodermis of the female differs from 
that of the male in exhibiting a Feulgen- 
positive non-DNA material during the 
third and fourth instars. Specimens with 
a minimum of this contaminant were 
selected for analysis, but the fact that 
such a source of error does characterize 
this tissue, the elevation of the mean 
values for third and fourth instar females 
cannot be considered significant from 
the standpoint of DNA content. 
Numerical means and their standard 
errors were calculated on the basis of 
the frequency peaks shown in Fig. 3. 
These are listed in Table 2. It will be 
noticed that the number of nuclei used 
to determine the mean amount of DNA 
per nucleus in a tissue is usually lower 
than-the number of nuclei plotted for 


' this same tissue in Fig. 3. This is because 


almost every sample of nuclei analyzed 
contained one to several nuclei which 


: obviously belonged to a different “ploid 


class” of DNA than the majority of 
nuclei measured and therefore such 
nuclei were omitted from the tables. 
Thus, of 20 hypodermal nuclei measured 
in one of the first instar males, eighteen 
have values ranging from 0.74 to 1.28 
while the remaining two have values 
of 1.76 and 1.92. Since these last two 
nuclei obviously do not have the haploid 
amount of DNA, they cannot be used 
in determining the mean of the major 


Fig. 3. Comparison of DNA content of nuclei in 
the hypodermis of males (heavy line) and females 
(fine line, shaded areas). Roman numerals designate 
the instar; number in parentheses = number of 
animals analyzed; N total number of nuclei meas- 
ured; DNA value 1.0 = haploid amount; graphs for 
third and fourth instar individuals show two ordin- 
ates — the one at the left applies to the males, the 
one at the right applies to the females 
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Table 2. Mean DNA content of hypodermal nuclei of males and females 





























I II IIt IV V 
Sex 
N| Cc |%° In] Cc /[aefN| C \s.e1N| C | se. N-| Cc | se. 
18 | 1.11 | 0.03 | 20 | 0.82 | 0.02 | 90 | 1.00 | 0.01 | 20 | 0.99 | 0.03 | 16 | 1.13 | 0.04 
2 13\ 1.04 | 0.03 | 18 | 0.95 | 0.02 | 49 | 1.00 | 0.02 | 20 | 1.00 | 0.02 | 18 | 1.07 | 0.03 
a | 8f| 1.871] 0.04 
= 61 | 1.00 | 0.01 21 | 1.05 | 0.02 
30 | 1.10 | 0.02 18 | 1.13 | 0.03 
19 | 1.08 | 0.02 
nm 
< 20 | 1.83 | 0.04] 20 | 1.91 | 0.04 [19 | 2.21 | 0.09 | 21 | 1.92 | 0.04 
§ }18 | 1.78 | 0.05] 20 | 1.84 | 0.05 | 19 | 2.00 | 0.06 | 19 | 2.28 | 0.06 
& |13 | 2.00 | 0.08 
































Roman numerals designate the instar; C = mean DNA content; s. e. = standard 
error of the mean; N = number of nuclei; } = both groups of nuclei found in one 
individual. 
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Figs. 4—8. Camera lucida drawings of metaphases in fat body. Fig. 4: Third instar male — two 
chromosomes. Fig. 5: Third instar male —- four chromosomes. Fig. 6: Third instar 
female — four chromosomes. Fig. 7 and 8: Third instar female — eight chromosomes 


group of nuclei which centers around the haploid value. This method of 
determining averages was used for all samples of nuclei with certain excep- 
tions. These exceptions include those distributions in which the range of 
values is so great, or the selection of groups of nuclei so arbitrary as 
to yield an average value with little meaning. In such cases no average 
is calculated inasmuch as examination of the graph itself affords a 
better understanding of the DNA contents of the nuclei sampled in 
these tissues. 


It is quite clear from the above data that hypodermal nuclei of 
the male remain haploid — and those of the female remain diploid — 
throughout life. There is neither an alteration in chromosome number 
nor an alteration in chromosome valence in these nuclei. 

Fat body nuclei. Metaphases or late prophases are much less frequent 
in fat body nuclei than in the hypodermal nuclei. However, of those 
observed in the male, the majority contain two chromosomes (Fig. 4); 


Chromosoma. Bd. 8 17 
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in first and second instar males 
a few metaphases contained four 
chromosomes (Fig. 5). The females 
were consistently diploid (Fig. 6) 
with the exception of one third instar 
individual in which two tetraploid 
metaphases, lying next to one an- 
other, were found (Figs. 7 and 8). 
These data, although limited, sug- 
gest that the male remains predomi- 
nantly haploid and the female pre- 
dominantly diploid in the fat body. 

The results of the DNA mea- 
surements are shown in Fig. 9, and 
the means of the major peaks are 
listed in Table 3. It is apparent that 
these data are not in complete agree- 
ment with the results of the chromo- 
some counts. It can be seen that 
as early as first instar the majority 
of the nucleiof the fat body of the 
two males analyzed have the diploid 
value of DNA. This could be inter- 
preted as a result of mitotic activity, 
the majority of nuclei selected for 
analysis having been elevated to the 
diploid value of DNA prior to a mor- 
phologically distinguishable pro- 
phase. This seems reasonable in view 
of the curve representing the DNA 
content of the fat body nuclei at 
second instar. One of the two males 
has a major peak at diploid, but the 
second male is almost completely 
haploid. However, the fact that in 
all the males representing the third, 
fourth, and fifth instars, about 95% 
of the nuclei contain approximately 


Fig. 9. Comparison of DNA content of nu- 
clei in the fat body of males (heavy line) 
and females (fine line, shaded areas). Roman 
numerals designate the instar; number in 
parentheses = number of animals anal- 
yzed; N total number of nuclei measured; 
DNA value 1.0 = haploid amount 
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Table 3. Mean DNA content of fat body nuclei of males and females 
I II Tit IV ¥ 
NTC '|s6eFNy; C Taam], Creer n | C js.e.f N}| C jae. 











-99 | 0.06 | 19 | 2.05 | 0.05 
-97 | 0.04 | 22 | 1.98 | 0.03 
20 | 1.84 | 0.04 


es ede ad * 114 | 1.75 | 0.05 | 15 | 2.02 | 0.08 | 18 
3 20] 1.97/0.05] * | * * 120 | 1.88 | 0.05 | 19 





RQ 

S {19/ 1.77 | 0.05 | 18 | 2.01 | 0.07 | 15 | 2.24 | 0.07 | 17 | 1.99 | 0.06 
§ |18 | 1.82 | 0.06 | 20 | 1.77 | 0.05 | 20 | 2.38 | 0.05 | 19 | 2.37 | 0.07 
ey 16 | 1.85 | 0.06 | 18 | 2.03 | 0.06 


Roman numerals designate the instar; N = number of nuclei; C = mean 
DNA content; s. e. = standard error of the mean; asterisk = no mean calculated — 
see text for details. 















































the diploid amount of DNA suggests that nuclei of the fat body of the 
male become elevated permanently to the diploid state, ie., their 
chromosomes have become polytene or have doubled in number. Were 
this not true, these elevated values could only be interpreted as due to 
mitotic activity, and this in turn would require that the great majority 
of the fat body nuclei of ten out of eleven males selected for analysis 
were at just this same mitotic stage at the time of fixation. Since this 
is highly improbable, the values determined for the third, fourth and 
fifth instar males in question are most reasonably interpreted as a 
result of the permanent doubling of the chromosomal material of these 
nuclei. That all nuclei of the male fat body do not undergo such a 
permanent increase in DNA is evidenced by the presence of a few nuclei 
with the haploid amount of DNA in individuals at each of these instars. 
One nucleus was found to have a DNA value of 3.5. This is not surprising 
since mitotically active diploid cells were observed in the male fat body, 
even though no diploid metaphases were seen in the particular male in 
which this interphase nucleus was found. 

The majority of the nuclei of the female fat body remains at the 
diploid value of DNA throughout all four instars. However, there 
occur nuclei whose DNA content is considerably above the diploid value, 
ie., 3.5, 3.9, 5.5, etc. Such values are to be expected in view of the 
presence of mitotically active diploid, as well as tetraploid, nuclei in 
this tissue. Of interest is the finding that at least two nuclei in one 
third instar female have DNA values plainly in the haploid range. 
No evidence is available concerning the origin of these nuclei; they 
were not pycnotic or abnormal in any apparent way and there were no 
cytological indications of somatic reduction. 

The comparison of DNA per nucleus in the fat body of males and 
females thus evinces a sharp contrast to conditions in the hypodermis. 

17° 











240 Reema O'BRIEN: 


In the latter the mean DNA per nucleus is completely in accord with 
chromosome counts, and male nuclei contain one-half the amount of 
DNA found in the female nuclei. In the fat body, however, the mean 
amount of DNA per nucleus in the male does not reflect the chromosome 
‘counts, nor do the male nuclei contain one-half the diploid amount as 
might be expected on the basis of a haploid origin. The nuclear DNA 
content of the male in this tissue is elevated to that of the female, with 
the result that both male and female are characteristically diploid in 
DNA amount per nucleus. The lack of correspondence between chromo- 
some counts and DNA amounts in the male could be explained in two 
different ways. It might be that the haploid metaphases seen in this 
tissue are in reality division figures of nuclei with polytene chromosomes; 
if measured at interphase, prior to the synthesis of DNA associated with 
mitosis, such nuclei would show the diploid DNA value although con- 
taining only two chromosomes. On the other hand, it might be that in 
this tissue where the majority of cells have undergone a permanent 
increase in DNA those which remained haploid undergo mitosis more 
frequently than those which have not. The latter possibility is reasonable 
in that it can account for all the DNA values observed in male fat body 
nuclei. Thus, haploid and diploid metaphases were encountered in these 
cells; one would expect, therefore, DNA values ranging from haploid 
to tetraploid. DNA values approximating this range have been found, 
i.e. from 0.75 to 3.5 ploid. On the basis of the data presented, however, 
it cannot be decided conclusively which of the two possibilities given 
is actually the case, nor can it be decided if the large majority of nuclei, 
which have diploid DNA values, contain two chromosomes of double 
valence or contain four chromosomes of standard valence. 


Table 4. Mean DNA content of wax gland nuclei of males and females 
























































I I Il IV 
se -——_—___1 - sw 
N| c |aefn| c | se fn] c [sae fn] c | ae. 
ad * 117 | 0.87 | 0.04 | 20] 4.26 | 0.07 
a | * * us 9) 1.03 | 0.04 | 20) 4.32 | 0.10 
a 9/| 1.78 | 0.04 
= 12| 4.32 | 0.12 
22] 3.93 | 0.10 
30} 3.91 | 0.09 
m | 
117) 2.03 | 0.04 J18 | 1.83 | 0.04 | 14| 2.27 | 0.06 |21/ 2.06 | 0.05 
#120; 1.76 | 0.05 |19 | 2.03 | 0.08 17) 2.21 | 0.07 | 20| 2.42 | 0.06 
& 18| 2.27 | 0.06 


Roman numerals designate the instar; N = number of nuclei;;C = mean 
DNA content; s.e. = standard error; ) = both groups of nuclei found in one 
individual; asterisk = no mean calculated — see text for details. 
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Wax gland nuclei. Mitoses are-rarely 
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Fig. 10. Comparison of DNA content of nuclei in the : : 
wax glands of males (heavy line) and females (fine line, different males of this 
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N total number of nuclei measured; DNA value 1.0 Ciel can be constru 
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the remaining nuclei range in DNA content from 3 to 7 ploid 
approximately, with the majority of the nuclei being close to 4. 
Thus, in view of the complete lack of mitoses in male wax glands, 
and the eventual increase in DNA to the tetraploid level — after which 
degeneration of the glands occurs, it is very likely that the diploid peaks 
of the second instar males represent a permanent increase in DNA not 
related to mitotic activity. It is possible that this is also the case for 
the elevated values found in the first instar males. ; 

The majority of the wax gland nuclei in the female retain approxi- 
mately the diploid amount of DNA throughout all four,instars. The few 
nuclei whose DNA values range from 3.0 to 5.0 can reasonably be attri- 
buted to the effect of mitotic activity since mitoses were observed in 
the wax gland nuclei of third instar females. Again, as in the fat body, 
a few nuclei with the haploid amount of DNA were found. 

The DNA values of the wax gland nuclei in male and female present 
a relationship different both from that encountered in the hypodermis 
and from that in the fat body. In the male, the nuclei of the wax gland, 
at the time of its highest morphological development, have DNA values 
which are roughly twice those of females at any age. Whether this 
increase in DNA occurs through an increase in chromosome number 
or an increase in valence of chromosomes cannot be decided on the 
basis of the data presented here. In certain third instar males the 
Feulgen-positive material of the nuclei formed rather discrete masses 
which could be counted with a reasonable degree of accuracy. The 
counts varied from 7 to 9 — which is approximately the 4n chromosome 
number. Thus, if each of these bodies represents a chromosome, increase 
in chromosome number rather than polyteny is indicated. Uncertainty 
as to the nature of these bodies and the processes in which they are 
involved, however, precludes any definite conclusion. 

Malpighian tubule nuclei. At no time were any mitotic division 
figures observed in the Malpighian tubules of either male or female. 
That there are large increases in DNA however is obvious from the 
extremely large size of the nuclei coupled with the greater relative 
intensity of the Feulgen staining. In addition, variation in nuclear 
volume, as correlated with staining intensity, indicates that a fairly 
large range of DNA values characterize these nuclei. 

The DNA measurements of these nuclei are presented in Fig. 11. 
The nuclei in the first instar male range from near the diploid level to 
close to the octoploid level, describing two large groups — one centering 
around the triploid level, the other centering around the hexaploid 
level. In the second instar male, however, three groups of nuclei can 
be distinguished easily — at the tetraploid, octoploid and 16-ploid 
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levels respectively. The curve for the third instar male is similar to 
that of the second, except that only one nucleus was found at the tetra- 
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Fig. 11. Comparison of DNA content of nuclei in the Malpighian tubules of males (heavy 
line) and females (fine line, shaded areas). Roman numerals designate the instar; N total 
number of nuclei measured; scale of DNA values on the abscissa is logarithmic; DNA value 


1.0 = haploid amount 


is there a peak at the tetraploid level, but there are no 16-ploid nuclei 
despite an intentional search for them. All of the nuclei of the fifth 
instar male are approximately octoploid, with exception of one nucleus 
which has the value 14. The numerical means of these classes of nuclei 


are given in Table 5. 
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Table 5. Mean DNA content of Malpighian tubule nuclei of males and females 
I It Tit IV Vv 
N | Cc | s.e. N| c | ae. N | Cc | se. N | Cc | se. N | Cc | 8. e. 
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Roman numerals designate the instar; N = number of nuclei; C = mean 
DNA content; s. e. = standard error of the mean; asterisk = no mean calculated — 
see text for details; ) = all groups of nuclei found in one individual. 


Nuclei of the first instar feniale show a range in values from slightly 
below octoploid to slightly above 16-ploid. The second instar female is 
somewhat surprising in that the highest value encountered is approxi- 
mately 12, while the great majority of nuclei have values close to 8. 
The third instar female has the greatest range of values; nuclei with 
values from 7 to 67 were found, and these occur in four groups which 
center near the octoploid, 16-ploid, 32-ploid, and 64-ploid levels respec- 
tively. The fourth instar female contains no nuclei below the value 26 
and the majority are near 32-ploid. In this instar several nuclei show 
values ranging from 47 to 62 ploid. Table 5 gives the actual numerical 
means of the classes of nuclei referred to above. 

Several points of interest appear from a consideration of the DNA 
values in Malpighian tubule nuclei. In the first place, this is the only 
tissue among those analyzed which is plainly polysomatic, — i.e. contains 
nuclei of several different classes at the same time. Secondly, the 
developmental pattern of DNA increases in the nuclei of the male differs 
markedly from that of the female. In the male, by second instar the 
majority of the nuclei have approximately the value 8 in DNA content 
and this value is retained by the majority of nuclei throughout the 
subsequent instars. In contrast to this, the nuclei in the female appear 
to elevate their DNA content with each succeeding instar. One obvius 
exception to the last statement is seen in comparing the curves of the 
first and second instar females: the former has many nuclei of a higher 
DNA value than appear in the latter. This may well be explicable on 
the basis of the relative amount of time spent in each instar. Since 
the duration of a given instar is known to vary, it is quite possible 
that the particular first instar individual analyzed was actually older 
in terms of days than was the second instar individual. However that 
may be, there is a pattern of steady increase in the DNA content of the 
majority of the nuclei of the females from second instar to fourth instar. 
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Another point of interest arising from these data concerns the nuclei 
near the 16-ploid level in the second and third instar males. Such nuclei 
were numerous in these two individuals, but in the fourth and fifth 
instar males only one nucleus was found near the 16-ploid value. This 
may be due to individual variation and since only one male of each 
instar was examined this possibility cannot be excluded. If this is not 
the case, however, then there must be some mechanism present in the 
Malpighian tubules of the male whereby the 16-ploid nuclei are lost or 
reduced in DNA content. No indications of pycnosis or nuclear degene- 
ration have been encountered in any of the tubules examined. Dumbbell 
and teardrop shaped nuclei, however, do appear, and this suggests 
amitotic division, involving somatic DNA reduction, as a possible 
mechanism whereby the 16-ploid nuclei might be eliminated. 

In the absence of mitotic figures in the Malpighian tubules, it is 
impossible even to suggest whether the increases in DNA demonstrated 
in these nuclei result from increases in chromosome number or from 
change in chromosome valence. Furthermore, the comparison of male 
and female is complicated by the polysomatic nature of this tissue. 
It can be said, however, that by the time the adult stage is reached by 
both male and female, the majority of the nuclei of the female contain 
approximately four times the amount of DNA contained in the majority 
of the nuclei of the male. 


B. Nuclear volume 


Inasmuch as the determination of DNA values in nuclei involves 
data from which nuclear volume can be calculated, opportunity is 
afforded to investigate the relationship in nuclear volume between 
corresponding tissues of the male and female, and, in additicn, the 
relationship between DNA content and nuclear volume. Both the 
numbers of animals used and the number of nuclei measured in each 
tissue are small in comparison to most studies relating to nuclear 
volume, but inasmuch as certain definite conclusions can be drawn from 
these data they are presented here. Table 6 lists the mean nuclear 
volume, the number of nuclei making up the mean, and the ploid value 
of each group. 

The relationship between DNA content and nuclear volume will be 
considered first. A comparison of certain means or groups of means 
listed in Table 6 will immediately establish the lack of direct proportio- 
nality between nuclear volume and DNA content. For instance, the 
hypodermal nuclei of fourth instar females show mean volumes of 44 
and 102 cubic micra in two individuals whose nuclei contain the same, 
i.e. diploid, amount of DNA. Again, the wax gland nuclei of five third 
instar males, all of which have approximately the tetraploid amount 
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Table 6. Mean volumes of nuclei shown in Tables 2 to 5 
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Roman numerals designate the instar; P = approximate ploid level of DNA; 
YV = mean nuclear volume in cubic micra; N = number of nuclei; asterisk = no 
mean calculated; ) = all groups of nuclei found in one individual. 


of DNA, range in mean volume from 111 to 199 cubic micra. In addition, 
the fat body of the three males at fifth instar show a range in mean 
nuclear volume from 27 to 46 cubic micra, yet all these nuclei contain 
approximately the diploid amount of DNA. It is interesting to note 
that even within a single tissue of one individual at a given age a strict 
proportionality between DNA content and nuclear volume does not 
necessarily obtain. The Malpighian system of the second instar male 
illustrates this. Three classes of nuclei were found: 12 nuclei approxi- 
mately tetraploid, 14 approximately octoploid, and 10 approximately 
16-ploid in terms of DNA content. Yet the mean volumes of these 
groups are 271, 464, and 515 cubic micra respectively, which stand in 
a ratio of 1:1.71:1.90 as compared to the DNA ratio of 1:1.86:4.16. 
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Finally, perhaps the most striking demonstration of this lack of 
direct proportionality between DNA content and nuclear volume is 
afforded by the male hypodermis when the mean nuclear volumes are 
traced through the five instars. A rise in volume occurs by the third 
instar and is continued through the fourth instar. This tendency toward 
increased nuclear volume is, however, suddenly reversed so that by 
the fifth instar the nuclei of this tissue have reached the lowest mean 
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volume encountered. Approximately the same type of shift in nuclear 
volume as age increases also occurs in the fat body of the male, but these 
nuclei differ from hypodermal nuclei in that their largest mean volumes 
occur at the third, rather than at the fourth, instar. 

Despite the inadvisability of grouping into a single mean the indi- 
vidual means of several different animals which, in some cases, vary 
considerably, this has been done in Fig. 12 for the sake of suggesting 
graphically how pronounced these changes in nuclear volume associated 
with age can be, and how they compare in the hypodermis and fat body 
of males and females. Added to these graphs are the approximate 
ploid values of the nuclei whose volumes are shown. It is apparent that 
whether the DNA content of the male nuclei is the same as that of the 
female (fat body nuclei), or one-half that of the female (hypodermal 
nuclei), a wide range of ratios between male and female nuclear volumes 














248 Reorna O'BRIEN: 


obtains — a range dependent on the age or tissue selected. It should 
be emphasized at this time that the term “age” refers to the instar, which 
may comprise, in certain cases, as much as five weeks. Individuals are 
thus grouped together which may actually differ considerably in age 
calculated in terms of days. This may underlie, at least in part, the 
variation encountered in a particular tissue in different individuals of 
the same sex at a given instar, but it does not alter the fact that, at 
least in the male, a definite shift in nuclear volume occurs in these two 
tissues as age increases. 

The original point of interest here was the possibility.that a compari- 
son of mean nuclear volumes of corresponding nuclei in male and female 
might disclose some definite relationship which, if nothing more, might 
reflect the known DNA content of such nuclei. It disclosed, on the 
contrary, a complexity which precludes any meaningful comparison 
of male and female on such a basis. Not only is individual variation 
considerable in certain cases, but superimposed on this are volumetric 
nuclear changes related to age — and neither of these bears any direct 
relationship to DNA content. 


C. Resumé of results 

1. Chromosome counts and DNA measurements indicate that the 
hypodermal cells of the male throughout life remain haploid in the same 
sense that the spermatid is haploid. 

2. Other tissues of the adult male differ from one another in the 
degree to which chromosomal duplication, unaccompanied by nuclear 
division, has occurred: thus, in terms of DNA content, the majority 
of fat body nuclei are diploid; the majority of wax gland nuclei are 
tetraploid; and the majority of Malpighian tubule nuclei are octoploid. 
No mitoses appeared in the wax glands or Malpighian tubules; few 
appeared in the fat body, and the majority of these contained the 
haploid, while the minority contained the diploid number of chromo- 
somes. 

3. Chromosome counts and DNA measurements indicate that the 
hypodermis, fat body and wax glands of the female remain diploid 
throughout life. In contrast to these, nuclei of the Malpighian tubules, 
in which no mitotic divisions appeared, increase in DNA content until 
the majority of the nuclei are approximately at the 32-ploid level. 

4. When the DNA content of the nuclei of each tissue analyzed in the 
male is compared to that of the corresponding tissue in the female no 
single relationship emerges: the ratios between male and female in DNA 
per nucleus for the four tissues analyzed are as follows — hypodermis 1 : 2; 
fat body 1:1; wax gland 2:1; Malpighian tubule 1:4. 
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5. Any meaningful comparison of nuclear volumes in corresponding 
tissues of the male and the female is precluded both by individual 
variation and by fluctuations in volume which are correlated with age. 

6. There appears to be no direct proportionality between DNA 
content and nuclear volume. 


Discussion 
A. Historical review 

The earliest investigations of the tissues of the male honey bee, 
classic in its exemplification of natural haploid parthenogenesis, indicated 
that some polyploidization of nuclei occurs as early as the blastoderm 
stage of development and also characterizes the follicle cells of the 
adult testis (PETRUNKEWITSCH 1901; Mrvzes 1910). Since that time 
many reports have called attention to the occurrence of polyploid 
mitoses in somatic tissues of various haploid-diploid species. DoncasTER 
(1910) reported diploid cells in the wing of males of Newroterus lenticularis; 
ScHRADER (1920) reported triploid cells in the mycetome of the males 
of Trialeurodes vaporariorum; diploid, triploid, and tetraploid cells 
were found in several tissues of both sexes in coccids that have haploid 
parthenogenesis (HUGHES-SCHRADER 1930b); GroscH (1950) reported 
that cells of certain tissues of the males of Habrobracon juglandis contain 
as many as 16 times the haploid complement of chromosomes. 

What concerns us here, however, is the comparative chromosomal 
content of nuclei of corresponding male and female somatic tissues, 
and analyses of this type are few in number. SANDERSON’s (1932) study 
of several tissues of males and females of the saw fly, Pteronidea ribesit, 
is of interest not only because it appears to be the first major attack 
on this problem, but because it indicated that the 1:2 ratio in chromo- 
some number which characterizes the germ cells of male and female 
respectively is also encountered in the somatic cells as well. She analyzed 
cleavage and embryonic stages as well as pupal connective tissue, 
hypodermis and fat body, and found that the metaphases of these 
tissues in the male contain about one-half the number of chromosomes 
found in corresponding tissues of the female, even though polyploidization 
had occurred in the hypodermis and fat body. 

More recently, RisteR (1954) in a detailed and careful study of a 
large number of tissues has analyzed the chromosome conditions of 
the drone and worker honey bee. His data are given in terms of chromo- 
some number which he based, in certain cases, on direct counts of meta- 
phase chromosomes. In certain other tissues, however, chromosome 
number is estimated from spindle volume, nuclear volume, or nucleolar 
number, and against these criteria several objections can be brought. 
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Nevertheless, his data, like those of SANDERSON, are of interest in 
permitting a comparison of chromosome numbers in corresponding 
tissues of male and female. 

RisLER has shown in several different tissues that metaphases in the 
male may have one-half the number of chromosomes found in the 
female (pyloris region of the hindgut); they may have the same number 
of chromosomes as the female (valvula cardiaca); or they may have 
much higher chromosome numbers than the female (gonad peritoneal 
sheath). One must conclude, therefore, that no single relationship or 
ratio in chromosome numbers exists in corresponding tissues of male and 
female honey bees, which thus appear to differ markedly from the saw- 
fly analyzed by SANDERSON. 

Whatever the range of conditions among different haploid-diploid 
species may prove to be, analyses such as these of RisLER and SANDER- 
son cannot conclusively determine the relative chromosome content 
of corresponding tissues in male and female. The validity of their 
conclusions rests on two assumptions: 1. that their chromosome counts 
are not complicated by the splitting and pairing known to occur in 
some tissues of the honey bee and 2. that there has occurred no sexual 
difference in chromosomal valence such as was postulated by Nacuts- 
HEIM (1913), BORNER (1925) and WurTtne (1945). A purely cytological 
approach cannot exclude the possibility of these complications, and it 
is precisely this point which makes a cytophotometric approach so 
advantageous. This method has been employed by MrERR1aM and Ris 
(1954) in an attempt to throw light on the haploid-diploid problem of 
the honey bee but, unfortunately, their investigation involves several 
weaknesses that seriously affect the validity of their conclusions. 

Under the conviction that photometric measurements are most 
accurately made on isolated nuclei, MERRIAM and Ris macerated the 
tissues of the adult drone, worker and queen bee. Thereby they sacrificed 
one of the greatest advantages of the usual photometric procedure — the 
measurement of the nuclei in situ, which is automatically correlated 
with a recognition of the type of cell that is being analyzed. It is this 
technique of Merriam and Ris which is responsible for their admitted 
inability to identify the spermatid morphologically. Since the deter- 
mination of the degree of polyploidy, when rated by DNA amounts, 
rests on the DNA content of the spermatid, this is a serious defect. 

Another weakness of the investigation by MERRIAM and Ris lies 
in their failure to make chromosome counts. -Considering the difficulties 
of bee cytology this is not unexpected. However, it is surprising first 
to read their statement “not a single mitotic or endomitotic figure was 
seen” and then to encounter their conclusions that “‘male tissues have 
about the same chromosome numbers as comparable female tissues’, 
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and that the male has undergone compensatory endomitosis (loc. cit., 
p. 537). In view of the complicated variations of chromosome number 
in the honey bee, and the question of chromosome valence which must 
of necessity affect the correlation between DNA determinations and 
the chromosome number, it must be obvious that these conclusions are 
unwarranted. 

Furthermore, MERRIAM and Ris compared only two tissues in the 
three castes of the honey bee — the Malpighian tubules and the “small 
intestine”, and eertain of their conclusions appear to be at odds with 
their actual findings. Reference to their graphs (loc. cit., p. 528) of 
DNA content per nucleus will show that DNA values ranging from near 
diploid to 32-ploid are found in both tissues in all three castes, that 
64-ploid nuclei occur in Malpighian tubules of females only, and that 
haploid nuclei are to be found in both male and female. They concluded 
that “During growth, nuclei of the male undergo compensatory endo- 
mitosis so that in the adult the DNA is usually about the same as in 
the females. From an investigation of chromosome numbers alone in 
somatic tissues, it would be impossible to distinguish male from female”’ 
(loc. cit., p. 537). This may be true in respect to the small intestine, 
for in worker, drone and queen the majority of the nuclei have approxi- 
mately the 16-ploid amount of DNA. However, as the authors themselves 
point out, their graphs of the Malpighian tubule nuclei show that the 
majority of the nuclei in the queen have approximately the 32-ploid 
- amount of DNA while the majority in the drone and worker have 
approximately the 16-ploid amount of DNA. Queens therefore could 
be distinguished easily from drones on the basis of this difference in 
the DNA content of the majority of their Malpighian tubule nuclei. 
It would appear that a more justified conclusion concerning the 
relative chromosomal content of corresponding nuclei of males and 
females of the honey bee would be that the ratio of the amount of 
chromosomal material in the majority of the nuclei of male tissues to 
that of corresponding female tissues depends on the type of tissue 
analyzed and the type of female to which the male is compared. 

It is clear from the foregoing review that neither the purely cyto- 
logical approach of SANDERSON and RiIsLER, nor the cytophotometric 
approach of Merriam and Ris has given the final answer to the questions 
of chromosomal valence and the precise relationship in chromosomal 
content of nuclei between males and females of haploid-diploid species. 
Steatococcus tuberculatus, by virtue of its unusually clear and uncom- 
plicated chromosomal cytology, and its technical suitability for the 
measurement of DNA in individual nuclei in situ (and hence of known 
identity), permits more definite conclusions. These conclusions will be 
considered in relation to the questions already briefly alluded to in the 
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Introduction, namely: sex-differential polyploidization, sex-differential 
polyteny, and additionally, nuclear content of DNA in relation to 
nuclear volume. 


B. Sex-differential polyploidization 

In Steatococcus, four tissues were analyzed at each of the four instars 
of the female and at each of the five instars of the male. If we consider 
only the DNA content of the majority of the nuclei analyzed in adults, 
we can express the relationship between corresponding male and female 
nuclei in the form of a ratio, in which each number represents the 
“ploid” value. It is clear that three different ratios exist, to wit: 
hypodermis 1:2; fat body 2:2; and Malpighian tubules 8:32. If there 
is added to these the relationship existing in the wax glands at the time 
they have reached, in the male, their highest morphological develop- 
ment, a fourth ratio appears,-Le. 4:2. Thus, the amount of DNA — and 
therefore the amount of chromosomal material — found in nuclei of 
the male as compared to that in corresponding nuclei of the female 
cannot be completely explained either on the basis of the chromosomal 
content of the eggs from which the male and female arose, or by the 
nature of the tissues involved. The former could account only for the 
cases in which the male nuclei, whatever their degree of polyploidy, 
contained one-half the chromosomal material found in corresponding 
female nuclei, and the latter only for cases in which the nuclei of the 
male contained the same amount of chromosomal material as those of 
the female. 

Three factors appear to contribute to the diversity of these ratios: 
1. the tissues of any single animal differ in the general ploid level of 
DNA attained by the majority of their nuclei, e. g., Malpighian tubule 
nuclei show relatively high levels while fat body nuclei are mainly 
diploid; 2. a sexual difference is manifest in the degree of polyploidization 
undergone in a particular tissue, e.g., haploid nuclei of the male fat 
body undergo one such duplication whereas diploid nuclei of the female 
fat body undergo no such duplication; 3. the above mentioned sex- 
differential in the degree of polyploidization varies from tissue to tissue, 
e.g., haploid nuclei of the male wax gland undergo two duplications 
while diploid nuclei of the female wax gland undergo none, but haploid 
nuclei of the male Malpighian tubules undergo three duplications where- 
as diploid nuclei of the female Malpighian tubules undergo four. 

In only one of the tissues analyzed — the hypodermis — no poly- 
ploidization was found at all and the two sexes thus maintained their 
original haploid-diploid relationship. 

It appears then that the different ratios of DNA content in cor- 
responding nuclei of male and female analyzed in this study can be 
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accounted for by recognizing that wherever polyploidization occurs in 
either male or female, it is characterized by a sex-differential which 
varies from tissue to tissue. 

A direct or indirect relationship between polyploidization and the 
functional state of the cell — particularly relative to secretory activity 
in invertebrate tissues — has often been suggested. The pertinent 
literature has recently been critically evaluated by GEITLER (1954) and 
earlier by Husxins (1947), and need not be reviewed here. In the 
vertebrates, however, while nuclear classes with multiple DNA values 
above the diploid level do occur, with a frequency varying with age and 
with the tissue, in such secretory organs as liver and pancreas (SwIFt 
1950; LEUCHTENBERGER, VENDRELY and VENDRELY 1951; LEUCHTEN- 
BERGER, LEUCHTENBERGER and Davtes 1954), there occurs no such 
extensive polyploidization as is found in the insects. 

In Steatococcus are exemplified the two extremes — on the one hand 
a highly secretory tissue totally devoid of polyploidization, and on the 
other hand a tissue in which heightened polyploidy is definitely corre- 
lated with increased secretory activity. The first case is illustrated by 
the hypodermis. Here, as noted earlier, the nuclei of the male retain 
the haploid DNA value and the haploid number of chromosomes through- 
out life, and the diploid condition is similarly retained in the female. 
Yet the hypodermis must be recognized as a highly secretory tissue 
producing as it does in each instar, all the requisite materials for the 
formation of the exoskeleton. A similar secretory activity is here 
maintained in the two sexes at two different levels of ploidy. Such 
evidence precludes any generalization to the effect that polyploidy 
per se, or a heightened degree thereof, bears an essential relationship to 
secretory activity. 

The other extreme mentioned above — the direct correlation between 
increased secretory activity and a heightened degree of polyploidy — 
is exemplified by the nuclei of the wax glands. In the male these glands 
arise from haploid nuclei; by the beginning of the third instar their 
nuclei have reached the tetraploid level of DNA. Throughout the first 
and second instars the secretion of wax in the male glands has been 
only moderate, but immediately after entrance into the third instar 
there occurs a sudden outpouring of wax filaments, sufficient in amount 
to form a large cocoon-like mass which envelops the male throughout 
the whole of the ensuing instar. Immediately preceeding this heightened 
secretory activity the level of polyploidy, as guaged by the DNA values, 
reaches the tetraploid value. Admittedly we have here only a corre- 
lation, — but a definite demonstration is thereby afforded of a change 
in the amount of a secreted material closely associated in time with the 
change in the chromosomal content of the nuclei involved. The possible 
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significance of this correlation is emphasized by the fact that in the 
female, in which no such sudden increase in wax secretion takes place, 
there occurs no change in the nuclear content of DNA which remains 
throughout life at the diploid level. 

A partial parallel may be provided by the sadiveay gland cells of the 
snail Helix aspersa. Here, LEUCHTENBERGER and SCHRADER (1952) 
found that cells with little or no secretory material contain nuclei with 
large amounts of DNA and that cells with high concentrations of secre- 
tory materia! contain nuclei with lower amounts of DNA. They postu- 
lated that materials resulting from chromosomal degradation may be 
utilized in the synthesis of secretory product. While it is conceivable 
that this may be the case in Steatococcus, the possibility that the 
heightened polyploidy may in this instance represent only a growth 
mechanism associated with increased secretory output cannot be 
excluded. 

C. Sex-differential polyteny 

Just as the early cytological investigations of males of haploid- 
diploid species indicated that polyploidization occurs in certain tissues, 
there was also established in males the occurrence of metaphases with 
the haploid number of chromosomes, Haploid chromosome counts 
have been reported, for example, in nerve cells of Paracopidosomopsis 
floridanus (PATTERSON and PorTER 1917); larval stages of T'rialeurodes 
vaporariorum (SCHRADER 1920): embryonic cells of Tetranychus bimacu- 
latus (SCHRADER 1923); various pupal tissues of Pteronidea ribesii 
(SANDERSON 1932); adult sternal glands of Micromalthus debilis (Scort 
1936); and ‘several tissues of larval drone bees (RIsLER 1954). As 
previously mentioned, haploid metaphases were found in several somatic 
tissues of male iceryine coccids (HUGHES-SCHRADER 1930b and 1948) 
and, in Steatococcus tuberculatus, metaphases with the haploid number 
of chromosomes are found in hypodermis, fat body, nerve ganglia, and 
anlagen of wings and wing muscles. 

There is no question, therefore, as to the existence in male tissues of 
nuclei with the haploid number of chromosomes. Much speculation 
has arisen however concerning the nature of such cells and chromosomes 
because of a growing doubt of the viability of haploid cells. This question 
of viability of haploid tissues and organisms among the higher animals, 
particularly with reference to the males of haploid-diploid species, 
has been much discussed (HERTWIG 1920; NacHTsHEIM 1920; BORNER 
1925; ScuRADER and Hucues-ScuRaDER 1931; WuiTine 1945; WHITE 
1954) and it will suffice here to recall that the problem arose primarily 
from the consideration of the very high mortality among artificially 
produced haploid embryos of normally diploid species such as the frog 
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and sea urchin, and the failure of surviving embryos to reach maturity 
(PorTER 1939; Brices 1949; B.C. Moore 1950; J. A. Moore 1955). 
This mortality was ascribed originally to haploidy per se, and in light 
of this interpretation the viable males developing from haploid eggs 
under natural conditions of parthenogenesis indeed presented what 
appeared to be a highly improbable combination of viability and 
haploidy. 

There developed, as a result, a skepticism concerning the actual 
haploidy of such males even in the face of many cytological studies which 
showed that haploid tissues do exist in the male soma, in some cases to 
late larval or pupal stages. In an attempt to rationalize this haploidy 
with viability, change in the valence or size of male chromosomes was 
postulated, by which means apparently haploid cells would be effectively 
diploid and, thereby, viable. BORNER (1925) specifically objected to 
ScHRADER’s (1923) demonstration of haploidy in the males of T'etranychus 
because the question of chromosomal valence had not been settled. 
Wuitina (1945) suggested that, in general, the chromosomes of haploid 
male-producing eggs must either double in number or grow in size in 
order that the nucleoplasmic ratio might be satisfactorily adjusted. 

This hypothesis of a compensatory polyteny in the chromosomes 
of “haploid” males has been tested in the present investigation by the 
measurement of DNA in interphase nuclei of the hypodermis of Steato- 
coccus. Metaphases in this tissue of the male consistently carry two 
chromosomes — the haploid number. The DNA content of the hypoder- 
mal nuclei of males is haploid inasmuch as it is almost identical to the 
DNA content of spermatid nuclei. Furthermore, inasmuch as the female 
hypodermal nuclei, which contain four chromosomes, have twice as much 
DNA as the male hypodermal nuclei, which contain two chromosomes, 
it is clear that the valence of individual chromosomes is identical in the 
two sexes and that this tissue represents a true haploid-diploid relation- 
ship between male and female throughout life. 


D. DNA content in relation to nuclear volume 


It has been shown in certain cases that nuclear volume is directly 
proportional to chromosome number (FANKHAUSER and HUMPHREY 
1943) or DNA content (Fraser and Davipson 1953). There are, 
however, many cases in which such a relationship does not hold (ALFERT 
1950; ScHRADER and LEUCHTENBERGER 1950; LEUCHTENBERGER and 
ScHRADER 1951; ALFERT and BERN 1951). The volumetric data pre- 
sented here stress the lack of direct proportionality between DNA 
content and nuclear volume even when the DNA classes in a pokysomatic 
tissue such as the Malpighian tubules are under consideration. 
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Of special interest are the nuclei of fat body and hypodermis of the. 
male, for they undergo striking changes in volume as age increases. 
Comparable nuclei of the female appear to undergo somewhat similar 
changes in volume, but these are sufficiently slight, and there is enough 
variation among the animals of the same instar to cast doubt on the 
significance of the changes. Changes in nuclear volume in the male 
hypodermis and fat body however cannot be so easily dismissed. 


These changes in the male bear no direct relationship to DNA 
content, but it is not known with what other factor or factors they are 
related. As pointed out earlier, the mouth parts of ‘the male are lost 
at the second molt, after which, of course, no food is taken. It is shortly 
thereafter that the nuclear volume in the two tissues mentioned begins 
to decrease. Inasmuch as it has been shown that nuclei of the liver of 
starved rat undergo a decrease in volume (LAGERSTEDT 1949), and that 
differences in nuclear volume may be paralleled by proporiional diffe- 
rences in total protein content (ALFERT 1950; ScHRADER and LEUCHTEN- 
BERGER 1950; LEUCHTENBERGER and SCHRADER 1951; ALFERT and BERN 
1951; ALFERT, BERN and Kaun 1955) it is possible that the cessation 
of feeding by males of Steatococcus is reflected in the fat body and hypo- 
dermis by a decrease in nuclear volume attributable to a decrease in 
protein content. Investigation of the protein content of these nuclei is 
therefore planned. 


The study of Steatococcus tuberculatus has answered certain questions 
pertaining to chromosomal conditions in this haploid-diploid species. 
The relative chromosomal content of nuclei of four tissues in the male 
and female has been traced through the various instars to the adult 
stage, and the ratio of the DNA content of comparable male and female 
nuclei has been shown to differ from tissue to tissue. In addition, there 
was demonstrated in the male, one tissue — hypodermis — whose 
nuclei are haploid throughout life and it was shown that the viability 
of these haploid cells does not depend on a change in valence of the 
chromosomes, gauged by DNA content, as had previously been suggested. 


Tissues of the male may be completely haploid or they may contain 
nuclei whose DNA values range from haploid to as high as 16-ploid; 
female nuclei may have DNA values as high as 64-ploid. Although not 
measured photometrically, it is quite obvious that certain nuclei of 
both male and female, notably those of the salivary glands, contain DNA 
in amounts equivalent to hundreds of haploid sets of chromosomes. 
The meaning of this variation is far from clear, although in one tissue 
at least — the wax glands — a striking correlation of increased chromo- 
somal content and increased secretory product has been demonstrated. 
It seems reasonable to suppose that an elucidation of the function of 
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polyploidization itself will directly lead to an explanation of the sexual 
differences in polyploidization observed in this study of otherwise 
comparable tissues of male and female. 


Summary 

The chromosomal content of nuclei of four tissues in males and 
females of Steatococcus tuberculatus, a haploid-diploid species, was 
determined at each instar by means of cytophotometric measurement 
of the Feulgen nucleal reaction. Volumes of nuclei were calculated, and, 
wherever possible, chromosome counts were made. The results are 
summarized on pages 248—249. 

1. It has been shown that hypodermal cells of the male have the 
haploid number of chromosomes, and that, as determined by DNA 
measurements, these chromosomes have the same valence as chromosomes 
in the female hypodermis. Neither a change in valence, nor in the 
number of chromosomes is essential to the viability of this tissue. 

. 2. In the fat body, wax glands and Malpighian tubules the original 
1:2 ratio in chromosome content between male and female nuclei is 
replaced by ratios of 1:1, 2:1, and 1:4 respectively. A sex-differential 
polyploidization, sensu latu, varying from tissue to tissue is thus demon- 
strated. 

3. A definite correlation between secretory activity of the wax glands 
and the DNA content of the nuclei of wax gland cells has been demon- 
strated, but a causal relationship between the two has not been proven. 

4. Nuclear volume has been shown to have no direct relation to 
DNA content even in polysomatic tissue. Changes in nuclear volume, 
correlated with age and feeding habits, and independent of DNA content, 
have been demonstrated in certain tissues of the male. 
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A. Einleitung 


Die Salze der Schwermetalle iiben eine sehr intensive Wirkung auf 
die Zelle, insbesonders den Zelikern und die Chromosomen aus (GLASS 
1955, 1956). Fir verschiedene Agenzien lie8 sich eine besondere, anderen 
nicht zukommende Einwirkung nachweisen; es entstehen in diesen 
Fallen ganz charakteristische und typische Aberrationsbilder. Daraus 
ergibt sich die weitere Frage, ob diese Substanzen auf den Chromo- 
somen, deren Langsstruktur ja keinesfalls homogen ist, besondere 


* Unter Verwendung eines Teiles einer Dissertation der Naturwissenschaftlich- 
Mathematischen Fakultéit der Universitit Freiburg i. Br. Herrn Professor Dr. 
F. OfHLKERS danke ich fiir seine groBziigige Unterstiitzung und férdernde Anteil- 
nahme am Fortgang der Untersuchungen. Der Deutschen Forschungsgemein- 
schaft bin ich fiir die Uberlassung eines Mikroskops zu Dank verpflichtet. 
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Wirkorte angreifen oder umgekehrt, ob ein Chromosom an bestimmten 
Stellen eine spezifische Empfindlichkeit gegeniiber gewissen Substanzen 
besitzt. Zur Beantwortung dieser Frage ist festgestellt worden, in 
welcher Anzahl gewisse Anderungen der Chromosomenlangsstruktur die 
verschiedenen unterscheidbaren Chromosomentypen von Vicia faba 
treffen und wie die Verteilung solcher Aberrationen iiber die Lange 
der einzelnen Chromosomen erfolgt. Als leicht erkennbare chromo- 
somale Aberrationen wurden einmal Fragmente zum anderen achroma- 
tische Stellen gewertet und deren Hiaufigkeit bestimmt. Besondere 
Beachtung fand dabei die Wirkung der einzelnen Konzentrationen. 


B. Material und Methode 


Vicia-Samen wurden in Wasser angekeimt und nach Durchbruch der Keim- 
wurzeln in Saégespine umgesetzt, die mit Knopscher Nahrlésung durchtrankt 
war. Raumtemperatur 21°C (+0,5°). Noch vor Ausbildung der Seitenwurzeln 
— etwa nach 6 Tagen — kamen die Pflanzen zu je 6 in verdunkelte 200 cm-Weit- 
halserlenmeyerkolben, die mit den Versuchsmedien gefiillt waren. Fiir die ein- 
zelnen Lésungen wurde iiber Jenaer Glas destilliertes Wasser verwendet. Als 
Kontrolle diente die Nahrlésung von Knop. Zusammensetzung: 


COBENO A) 0. sis x cated 1,00 g 

ts AL a er ates t= 0,25 g 

MgSO,+7H,O .. . . 0,25g ? auf 1000 cm* Wasser 
MOR SOR 0,12 g 

BOON aise sche herereee Spur 


Untersucht wurde die Wirkung der Nitrate von Eisen, Kobalt, Nickel, Kupfer, 
Chrom, Kadmium, Mangan und Zink in Konzentrationen von 10-? bis 10-5molar. 
Die Einwirkungsdauer betrug 2 Std. Die Agenzien wurden dem Nahrmedium 
zugesetzt. Zur Fixierung und gleichzeitigen Farbung fand ein modifiziertes ERNst- 
sches Gemisch Verwendung: Carnoy (2,5 Teile Eisessig und 1 Teil Alkohol) zu 
Essigséurekarmin im Verhaltnis von 2,5:1. Die Auswertung geschah an Hand 
von Quetschpraparaten. Zu den Untersuchungen wurden je Konzentration meist 
20 Pflanzen herangezogen und aus jeder Wurzelspitze 50 Metaphasen ausgewertet, 
so daB je Substanz durchschnittlich 4000 Stadien erfaBt werden konnten. Es 
wurden nur solche Metaphasen verwendet, bei denen alle Chromosomen deutlich 
sichtbar waren. Effekte, wie sie durch zu starkes Quetschen der Wurzelspitzen 
eventuell méglich sind, wurden ausgeschlossen. Die Aberrationsrate gegeniiber 
dem Normalwert wurde mit Hilfe des y?-Testes statistisch bestimmt. P-Werte 
kleiner als 0,01 gelten als ,,gesichert‘‘, Werte kleiner 0,001 als ,,gut gesichert“. 


C. Experimenteller Teil 
I. Verteilung der Fragmentationen iiber Genom und Chromosomen 
1. Der EinfluB verschiedener Substanzen 


a) Verteilung der Briiche iiber die einzelnen Zellen. Betrachtet man 
die Anzahl der Briiche in den einzelnen Zellen (Tabelle 1), so stellt 
man fest, da ihre Anzahl nicht dem Zufall entspricht: Zellen mit 3 
und 4 Briichen werden besonders bei Eisen-, Chrom- und Kupfer- 
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salzen zu haufig gefunden. Kupfer weist weiterhin die meisten ,,totalen 


Zusammenbriiche“ des chromatischen Materials auf (Abb. 1). Weitere _ 


Kinzelheiten sind aus der Tabelle ersichtlich. 

b) Verteilung der Briiche iiber das Genom. Vicia faba besitzt im 
haploiden Chromosomensatz 5 kleine (m) und ein groBes (M oder SAT) 
Chromosom. Nach Braver (1949) ist das SAT-Chromosom etwa dop- 
pelt so lang wie ein kleines, so daB nahezu ein lingenmaBiges Verhiltnis 
zwischen den kleinen und dem groBen Chromosom von 5:2 besteht. 
Bei einer rein zufalligen Bruchverteilung mu8B demnach dieses Ver- 
hialtnis realisiert sein, was tatsaichlich fiir die Einwirkung von y-Strahlen 

(Forp 3949) und nahezu auch fiir 
diejenige durch Réntgenstrahlen 


} _ ate ‘mm * (5:2,13 Deure. 1951 bzw. OrHL- 
e @ fae %.° KERS 1953) zutrifft. 

e 4 a. In Tabelle 2 sind die Ergeb- 

4 aa “\ nisse nach Behandlung mit Schwer- 


metallen wiedergegeben. Bei allen 
7 f Agenzien zeigt sich eine starke 
Bevorzugung der groBen Chromo- 
1 somen. Die Differenzen zum theore- 
Abb. 1. ,,Totaler Zusammenbruch“. 1400 x tischen Wert wie auch zur Kon- 
trolle, d.h. zur Einwirkung der 
Niahrlésung, sind so groB, daB sich eine statistische Sicherung eriibrigt. 
Weiterhin finden sich auch zwischen den einzelnen Substanzen sehr 
starke Verschiedenheiten. Ordnet man die Schwermetalle nach dem 
Grade der Bevorzugung des SAT-Chromosoms an, so ergibt sich fol- 
gende Reihe: 
Mn Zn Kontrolle Cd Ni Fe Co Cr Cu _theor. Wert 


Tabelle 1. Verteilung der Briiche iiber die Zellen 



































Totale 

Aitias: PRE ‘ 

Substans|  sierte Bie came acd py Pee 
Sige’ ea briiche 

| 

Kontr. | 3900 3713 | 174 13 | 0 Oo} 187 200 0 
Fe 2100 | 1149 | 552 202 | 72| 74] 951 1468 61 
Co 2100 | 1237 | 464 | 198 | 105, 75| 863 1475 31 
Ni | 2100] 1155 | 489 | 250|105| 55] 945 1524 46 
Cu 1800} 942) 81| 52/ 57/114] 858 812 534 
Cr 1200 | 728 | 267| 109 | 53| 53] 472 856 0 
Cd 1200 | 691 | 307| 133| 42) 22] 509 787 5 
Mn | 1500] 1228! 2299! 37| 3] 3 272 324 0 
Zn 1200 | 843| 304| 50/ 3| 0} 357 413 0 
Gesamt | 13200 | 7963 | 2693 | 1031 | 440 | 396] 5237 7659 677 
% 60,3 | 20,4 | 7,8 | 3,3 | 3,0 5,2 
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Besondere Aufmerksamkeit verdient in dieser Reihe die Stellung der 
Kontrolle (Nahrlésung), d. h. der spontanen Chromosomenbriiche. Auch 
von diesen wird das SAT-Chromosom besonders stark bevorzugt}. Nur 


Mangan und Zink, also die beiden Agenzien, die 
sich in ihrer Wirkung auch in den bisherigen 
Untersuchungen (GiAss 1955, 1956) von den 


SAT-Zone a 


iibrigen Schwermetallen unterschieden haben, Schenke! M7 
iibertreffen die Kontrolle in der Bruchauslésung 
auf dem groBen Chromosom. Sitertion 


Die aufgezeigte Reihenfolge muB wohl als 
eine spezifische Empfindlichkeit des SAT-Chro- 
mosoms, besser gesagt, bestimmter Orte dieses 
Chromosoms gegeniiber den verschiedenen Ein- 
wirkungen gewertet werden. 


c) Verteilung der Briiche auf den SAT-Chro- 
mosomen. Fiir die Darstellung der Bruchvertei- 
lung auf dem SAT-Chromosom unterteilen wir 
es in 4 Abschnitte, die sich aus seinem Aufbau 
ergeben (vgl. Abb. 2a). Wie Tabelle 3 zeigt, sind 


=< 6" 


= 
Schenkel/M2 : 
a b 


Abb. 2a u. b. Lokalisation 
der Briiche bzw. achroma- 
tischen Stellen auf den 
Chromosomen von Vicia 
faba. Schematische Dar- 
stellung. a SAT-Chromo- 








in der Kontrolle zwei Stellen des SAT-Chromo- 


som, b m-Chromosom 


soms besonders von Fragmentationen betroffen, die SAT-Zone und die 
Insertionsstelle (Centromerregion); erstere weist dabei eine wesentlich 


Tabelle 2. Verteilung der Briiche iiber das Genom 

















Anzahl der untersuchten Metaphasen. . . . 37800 
Gavon Kone sc crathna arth acini b 6500 
Substanseh.. ose ae eae os whe ee 31300 
m- SAT- m-Chromosom 
on idee PR snr gars an ems ii 
Kontr. 6500 229 14,9 85,1 5: 28,7 
Fe 4100 1862 32,1 67,9 5: 10,6 
Co 4100 2089 42,3 57,7 5: 6,8 
Ni 4100 2032 29,2 70,8 5: 12,1 
Cu 4100 1351 57,1 ' 42,9 5: 3,8 
Cr 3800 1145 49,3 50,7 5: 5,1 
Cd 3800 1041 19,4 80,6 5: 20,8 
Mn 3800 610 3,3 96,7 5:147,5 
Zn 3800 701 4,0 96,0 5:120,2 
theoretisch 71,5 28,5 5: 2,0 








1 OEHLKERS, der 1953 die Resultate der Arbeiten seiner Schiiler zusammen- 
faBte, hat aus den hier vorliegenden Ergebnissen ebenso wie aus den anderen 
allein die Durchschnittswerte angegeben (vgl. OEHLKERS 1953, S. 96, Tabelle 2). 
Diese liegen unter dem Wert fiir die Nahrlésung. Hier kann nun gezeigt werden, 
daB es Einzelsubstanzen gibt, die den ,,Nahrlésungswert‘‘ weit iiberschreiten. 
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Tabelle 3. Verteilung der Briiche auf den SAT-Chromosomen 

















Gesamtzahl | SAT-Zone Insertion | Schenkel M, | Schenkel M, 
der Briiche | % % % % 
Kontr. 195 76,4 23,6 0,0 0,0 
Fe 1265 63,3 26,9 7,5 2,3 
Co 1205 59,7 31,3 4,6 4,4 
Ni 1439 64,0 30,8 1,6 3,6 
Cu 580 55,0 39,0 2,9 3,1 
Cr 580 46,4 37,9 9,1 6,6 
Cd 839 61,0 34,6 1,9 2,5 
Mn 590 88,0 11,5 0,0 0,5 
Zn 673 88,0 11,6 0,1 0,3 








stirkere Bruchempfindlichkeit auf. Beide Zonen sind als achromatisch 
bekannt. 

Auch nach Behandlung mit verschiedenen Agenzien wird die SAT- 
Zone bevorzugt fragmentiert. Mangan und Zink erzeugen dabei eine 
Bruchhiaufigkeit, die wesentlich tiber dem Normalwert liegt, waihrend 
die iibrigen Schwermetalle in ihren Werten unter dem der Kontrolle, 
d.h. der Einwirkung der Nahrlésung liegen. Mit weitem Abstand folgt 
die Insertionsstelle als zweithaufigste Bruchstelle auf dem SAT-Chromo- 
som. Im Gegensatz zur Nahrlésung jedoch erzeugen alle Schwermetall- 
salze auch auf beiden Chromosomenschenkeln eine zum Teil erhebliche 
Anzahl von Briichen. 

Die Differenzen in der Wirkungsweise der verschiedenen Substanzen 
kennzeichnen sich in allen Bruchstellen deutlich. Auf beiden Chromo- 
somenschenkeln ist vor allem die mediane Region bevorzugt gebrochen 
(vgl. Abb. 2a). Weitere Bruchstellen finden sich in der Nahe der Inser- 
tionsregion. Diese centromernahen Briiche sind oft schwer von Briichen 
in der Insertionsstelle selbst zu unterscheiden, die Bruchhaufigkeit in 
den centromernahen Regionen diirfte daher noch etwas gréBer sein, 
als sie sich in Wirklichkeit erfassen li8t. Einige wenige Briiche finden 
sich auch im distalen Ende des M,-Schenkels (s. Abb. 2a). 

An Hand einiger Mikrophotographien soll die Lage der betreffenden Briiche 
erlautert werden. Abb. 3 zeigt eine Fragmentation in der SAT-Zone eines M-Chro- 
mosoms, der Satellit ist abgesprengt. In Abb. 4 ist der Schenkel M, fragmentiert, 
in Abb. 5 besitzt das SAT-Chromosom neben mehreren achromatischen Stellen 
eine Bruchstelle. auf Schenkel M,. 

d) Verteilung der Briiche auf den m-Chromosomen. Auch auf den 
kleinen Chromosomen scheinen die Fragmentationen immer an eng 
begrenzten Stellen stattzufinden. Um die Lage-der Bruchstellen még- 
lichst genau angeben zu kénnen, wurde die Linge der Fragmente zu 
der Lange des ganzen Chromosoms in Beziehung gesetzt. Darnach 
lieBen sich die Fragmente in 6 Gruppen einteilen. Die Fragmentation 
erfolgt (vgl. Abb. 2b): 
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Abb. 3—11. Abb. 3. Bruch in der SAT-Zone eines SAT-Chromosoms. 1570 x. Abb. 4. Fragmen- 
tation auf Schenkel M, eines SAT-Chromosoms; lokale Achromasie auf demselben Chro- 
mosomenschenkel. 1040 x. Abb. 5. Fragmentation auf Schenkel M, eines SAT-Chro- 
mosoms; einige achromatische Stellen auf demselben Schenkel in Insertionsnaéhe. 1600 x. 
Abb. 6. Bruch auf einem kleinen m-Chromosom in der Zone ma; achromatische Stelle in 
der Zone mu. 1140 x. Abb. 7. Metaphase mit mehreren Fragmentationen und achro- 
matischen Stellen. Briiche in den Regionen a (rechtes, unteres Chromosom), mo und e 
(rechtes, oberes Chromosom). 1000 x. Abb. 8. Fragmentation eines m-Chromosoms in der 
mittleren Region m; auf einem SAT-Chromosom einige achromatische Stellen. 1450 x. 
Abb. 9. Metaphase mit mehreren fragmentierten Chromosomen; 4 Briiche in mu, ein 
Bruch in mo. 1500 x. Abb. 10. Lokale Achromasie auf einem kleinen Chromosom in der 
Anaphase (links auBen liegendes Chromosom). 1360 x. Abb. 11. Sp&te Metaphase mit 
mehreren achromatischen Stellen. 1380 x 
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1. In der Insertionsstelle (a), die beiden Fragmente bestehen aus 
den beiden Chromosomenschenkeln. 

2. dicht neben der Insertionsstelle auf dem langen Schenkel (ma); 
ein Fragment enthailt den kurzen Chromosomenschenkel, die Inser- 
tionsstelle und ein kleines Stiickchen des langen Schenkels, das andere 
Fragment umfa8t den Rest des langen Schenkels. 

3. Der lange Schenkel ist nahe der Mitte in Richtung der Inser- 
tionsstelle fragmentiert (mo). 

4. Die Fragmentation teilt den langen Schenkel in zwei gleiche 
Halften (m). 4 

5. Das distale Fragment ist etwas kiirzer als die Halfte des langen 
Schenkels (mu). 

6. Die Fragmentation erfolgt nahe dem distalen Ende des langen 
Schenkels (e). 

Ein anschauliches Beispiel fiir die Lage dieser Bruchstellen auf den kleinen 
Chromosomen geben die Abb. 6 (links liegendes Chromosom fragmentiert in ma), 
Abb. 7 (rechtes, oberes Chromosom gebrochen in mo und e), Abb. 8 (fragmentiert 
in m) und Abb. 9 (4 Briiche in mu, 1 Bruch in mo). 

Die Hiaufigkeit, mit der die 6 unterscheidbaren Fragmente auf- 
treten, ist aus Tabelle 4 zu ersehen. In der Kontrolle, also in Abhangig- 
keit von der normalen Nahrlésung, besitzt die mittlere Region (m) die 
stirkste Bruchhaufigkeit, dann folgt mu und in gréBerem Abstand 
davon mo. Auffallend ist, da8 spontan keine Briiche in der Insertions- 
stelle der kleinen Chromosomen auftreten, obwohl diese ebenso eine 
achromatische Region darstellt wie die SAT-Zone bzw. die Insertions- 
region des M-Chromosoms. Beide sind dort ganz besonders bruch- 
empfindlich. Auch unter der Einwirkung aller Schwermetallsalze ist 
die Insertionsregion des kleinen Chromosom (a) durchschnittlich 10mal 
weniger gebrochen als die des SAT-Chromosoms. 


Tabelle 4. Vertetlung der Briiche auf den kleinen Chromosomen 





























| Gesamt- 
| zahl der a ma mo m mu e 
| Briiche % % % % % % 
Kontr. 34 0,0 0,0 23,5 41,2 35,3 0,0 
Fe | 597 1,7 2,8 26,5 31,5 36,2 1,3 
Co 884 1,1 0,8 31,2 36,6 29,6 0,8 
Ni | 593 1,4 1,2 29,8 34,2 32,5 0,0 
Cu 771 18,0 4,3 22,9 33,7 20,2 0,9 
Cr 565 1,6 i,l 31,7 32,9 32,2 0,5 
Cd 202 44 0,5 30,2 33,2 31,7 0,0 
Mn 20 5,0 5,0 20,0 20,0 60,0 0,0 
Zn 28 3,6 7,1 28,6 25,0 35,7 0,0 


Die Lage der angegebenen Zonen ist aus Abb. 2b zu ersehen 
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Eine besonders bruchauslésende Wirkung im Bereich der primiaren 
Einschniirung besitzt das Kupfer. Da diese Substanz auf dem SAT- 
Chromosom dieselbe Wirkung hervorruft, scheint es sich hier um eine 
spezielle Empfindlichkeit der Insertionsstellen beider Gruppen von 
Chromosomen gegeniiber Kupfer zu handeln. Im iibrigen zeigen die 
kleinen Chromosomen unter Chemikalieneinwirkung auch in solchen 
Regionen Briiche, die spontan, d. h. durch die Nahrlésung nicht ange- 
griffen werden. Auch hier scheint die Wirkung zum Teil spezifisch 
zu sein (s. Tabelle 4). 

Wie die Ergebnisse zeigen, sind die spontanen, d. h. durch normale 
Nahrlésung ausgelésten Fragmentationen auf einige bruchempfindliche 
Regionen beschrinkt, die im SAT-Chromosom mit den sichtbaren 
achromatischen Stellen iibereinstimmen, auf den kleinen Chromosomen 
dagegen in den mittleren Regionen des langen Schenkels liegen. Auf 
beiden Chromosomengruppen finden sich unter Schwermetalleinwirkung 
einige weitere bruchempfindliche Stellen: auf dem SAT-Chromosom 5, 
auf dem m-Chromosom 3. 

e) Verteilung der Briiche iiber das Genom und die Chromosomen nach 
Ausgliederung der Chromosomenorte, in denen spontane Fragmentationen, 
d.h. durch normale Nahrlésung ausgeléste, auftreten. Die Verteilung der 
Briiche nach Ausgliederung aller spontean bevorzugten Stellen iiber 
das Genom ist in Tabelle 5 dargestellt. Auf den kleinen Chromosomen 
weist nun erwartungsgemaéB die Insertionsstelle (a) die stirkste Frag- 
mentationsrate auf. Nur Eisen verhalt sich abweichend: unter seiner 
Einwirkung enthilt die Region ma die meisten Briiche. Im SAT- 
Chromosom wird das verschiedene Verhalten der beiden Chromosomen- 
schenkel, wie es bereits in Tabelle 3 zum Ausdruck kam, nun noch 
deutlicher. Bei der Betrachtung der Bruchverteilung iiber das Genom 
zeigt sich bei allen Agenzien — mit Ausnahme von Kupfer — eine 


Tabelle 5. Verteilung der Briiche iiber das Genom und die Chromosomen nach Aus- 
gliederung der Chromosomenorte, in denen spontane Fragmentationen auftreten 






































Kleine (m) Chromosomen GroBe (SAT) Chromosomen 
Gomme |. | me | ce | Samet | ou, | at | Vern 
Briiche % % % Briiche % % m: SAT 
Kontr. 0 —_ — 0 — — 

Fe 35 28,6 | 48,6 | 22,8 124 76,6 23,4 5:17,7 
Co 24 41,6 | 29,2 | 29,2 108 51,8 48,2 5:22,5 
Ni 20 40,0 | 35,0 | 25,0 74 31,1 68,9 5:18,5 
Cu 178 78,1 | 18,5 3,4 35 48, 51,4 5: 1,0 
Cr 18 50,0 | 35,3 | 16,7 91 58,2 41,8 §:25,3 
Cd 10 90,0 | 10,0 — 37 43,2 56,8 5:18,5 
Mn 2 50,0 | 50,0 | — 3 — 100,0 5: 7,5 
Zn 3 33,3 | 66,7 — 3 33,3 66,7 5: 5,0 
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starke Bruchbevorzugung des SAT-Chromosoms, die vom theoretischen 
Wert statistisch gesichert abweicht und nach dieser Untersuchungs- 
methode nicht durch spontane Briiche bzw. besonders empfindliche 
und sichtbare achromatische Stellen hervorgerufen werden kann. 

Die hier unter den gegebenen Bedingungen — Ausgliederung der 
spontanen Fragmentationen — erwiesene Ausnahme des Kupfers ist 
von besonderem Interesse: ist es doch die einzige EKinwirkung, in wel- 
cher Briiche unter allen Kautelen in den kleinen Chromosomen haufiger 
auftreten als im M-Chromosom. Hierin gibt sich aber allein eine Par- 
allele zu der Arbeit von Forp (1949) mit Senfgas zw erkennen. Wir 
werden die Bedeutung dieses Befundes spiter erértern. 


2. Der EinfluB verschiedener Konzentrationen 


a) Bruchverteilung iiber das Genom. In den bisherigen Untersuchungen 
wurden die Substanzen in ihrer Gesamtwirkung verglichen und dafir 
die Werte aller Konzentrationen und Fixierungszeiten zusammen- 
gefaBt. In den folgenden Ausfiihrungen soll nun festgestellt werden, 
ob sich auch zwischen den Konzentrationen einer Substanz Differenzen 
in der Bruchverteilung iiber das Genom oder gar iiber die Chromosomen 
ergeben. Auf Grund unserer friiheren Ergebnisse (GLAss 1956) scheinen 
derartige Differenzen nicht ausgeschlossen zu sein. 

In Tabelle 6 sind die Ergebnisse dieser Untersuchungen dargestellt. Die P-Werte 
wurden jeweils aus der starksten Differenz zwischen den Konzentrationen errech- 
net, bei Kupfer z. B. zwischen 10-? und 10, bei Kadmium zwischen 10-* und 
10° mol. 

Wie aus der Tabelle ersichtlich, lassen die einzelnen Konzentra- 
tionen gleicher Substanzen zum Teil erhebliche Differenzen in der 
Bruchverteilung iiber das Genom erkennen. Eine Ubereinstimmung mit 


Tabelle 6. Vertetlung der Briiche iiber das Genom in Abhdngigkeit 
von der Konzentration 
































Analysierte Briiche m-Chromosom : SAT-Chromosom 
P-Wert 
10-* | 10-* | 10-* | 10-*] 10-* | 10-* | 10-* |: 10- 
Fe — 177 131 89 — 5: 3,6/5: 86/5: 14,3 0,001 
Co 195 155 175 88 ]5: 2.3/5: 2,2)5: 2.0/5: 1,6] 0,1—0,05 
Ni 110 157 103 | 1387]5: 5,6)5: 4,8|5: 4,0/5: 2,9]0,01—0,001 
Cu | 114 127 160 3215: 86/5: 7,2)5: 2,6/5: 2,3]0,01—0,001 
Cr 90 50 64 4815: 5,7;5: 7,5|5: 27,0) 5: 29,3 0,001 
Cd 50 94 142 61 | 5: 17,7/5: 13,8|} 5: 20,3) 5: 25,5] 0,2—0,1 
Mn 64 90 87 45 | 5:101,7 | 5:445,0 | 5:430,0 | 5:220,0] 0,3—0,2 
Zn 69 83 84 97] 5: 81,2] 5: 98,7| 5: 79,0) 5: 64,3] 0,5—0,3 
theoretisch 5: 2,0 








Der angegebene P-Wert wurde jeweils aus den beiden Konzentrationen errech- 
net, die die starksten Abweichungen aufwiesen. 
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der theoretischen Erwartung 5:2 besteht lediglich in den Versuchen 
mit Kobalt und in den geringeren Konzentrationen von Kupfer. Be- 
sonders auffallend ist es, daB durch die schwichsten Konzentrationen 
von Kobalt die kleinen Chromosomen bevorzugt fragmentiert werden. 
Alle anderen Substanzen weisen in allen Konzentrationen eine gréBere 
Bruchhaufigkeit des SAT-Chromosoms auf. Eisen und Chrom haben 
in der starksten mol. Lésung die geringste Abweichung vom theoreti- 
schen Wert, mit abnehmender Konzentration vergréBert sich die Diffe- 
renz zugunsten des SAT-Chromosoms; die Briiche auf den SAT-Chromo- 
somen nehmen zu. Bei Kobalt, Nickel und Kupfer ist es umgekehrt. 
die Bevorzugung des SAT-Chromosoms steigert sich mit zunehmender 
Konzentration. Bei Kobalt 1a8t sich der Fragmentationsanstieg nicht 
statistisch sichern (s. P-Wert); die gleichmaBige Verinderung von 
Konzentration zu Konzentration macht aber trotzdem eine Gesetz- 
maBigkeit wahrscheinlich. Die tibrigen Schwermetalle zeigen unregel- 
maBige Schwankungen, die — wie die betreffenden P-Werte zeigen — 
innerhalb der normalen Streuungsbreite liegen. 

b) Bruchverteilung auf den beiden Chromosomengruppen selbst. Es 
fragt sich nun, ob die oben geschilderte konzentrationsabhangige Bruch- 
verteilung iiber das Genom auf einer besonderen spezifischen Bruch- 
empfindlichkeit einzelner Regionen beruht oder ob das SAT-Chromosom 
als Ganzes fiir derartige Aberrationen anfalliger wird. Besonders bruch- 
empfindliche Stellen — auf dem SAT-Chromosom die SAT-Zone, auf 
dem kleinen Chromosom die mittlere Region m — wurden daher einer 
ausfiihrlicheren Untersuchung unterzogen. Tabelle 7 zeigt die Ergeb- 
nisse. Die angegebenen Prozentsiatze beziehen sich auf die Gesamtzahl 
der Briiche je Konzentration und Substanz (s. Tabelle 6). 

Auf dem SAT-Chromosom finden sich zwischen den Konzentrationen 
desselben Agens zum Teil erhebliche Differenzen in der Bruchbevor- 
zugung bestimmter Zonen (Tabelle 7). Eine gerichtete, konzentrations- 


Tabelle 7. Verteilung der Briiche auf den Chromosomen in Abhéangigkeit 
von der Konzentration 



































SAT-Chr m-Chromosom 
% -Satz der Briiche in Ger SAT-Zone % -Sats der an mittleren 
10-* | 107 10 | 10° 10-? 10-° 10-* 10-5 
Fe _- 15,3 35,2 46,1 — 20,4 13,7 11,2 
Co 12,8 11,0 6,3 11,5 29,3 29,8 25,7 30,6 
Ni 21,8 28,0 22,4 17,5 25,5 21,8 27,1 y 
Cu 29,0 29,9 11,3 18,8 11,4 19,6 30,0 31,3 
Cr 13,3 16,0 43,8 25,0 21,1 12,0 6,2 0,0 
Cd 26,0 22,3 25,3 37,7 10,0 8,5 12,0 6,0 
Mn 79,7 87,8 90,8 75,6 0,0 1,1 1,1 0,0 
Zn 76,8 90,4 78,5 76,3 3,0 1,2 0,0 1,0 
Chromosoma. Bd. 8 19 
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bedingte Verschiebung der Bruchhaufigkeit scheint nur nach Eisen- 
einwirkung zu bestehen. Alle iibrigen Substanzen weisen keine der- 
artige lineare Zu- oder Abnahme der Fragmentationsrate auf, die 
héchste Empftindlichkeit der SAT-Zone liegt bei den einzelnen Agen- 
zien in verschiedenen Konzentrationen. Auch in der m-Region der 
kleinen Chromosomen zeigt sich nur nach Eisen-, Chrom- und Kupfer- 
behandlung eine gerichtete Verschiebung der Bruchempfindlichkeit 
(niheres s. Tabelle 7). 

Vergleicht man die Fragmentationsrate der kritischen Chromosomenorte auf 
SAT- und m-Chromosom in Abhangigkeit von der Konzentration, so 14Bt sich 
zwischen beiden keine Korrelation nachweisen. Eine Erhéhung der Fragmenta- 
tionsrate auf dem SAT-Chromosom braucht demnach nicht mit einer Senkung 
der Werte auf dem m-Chromosom verbunden zu sein. 

Wir stellen fest, daB unter der Einwirkung verschiedener Konzen- 
trationen von Schwermetallsalzen nicht nur eine ganz bestimmte Bruch- 
verteilung iiber das Genom, sondern. auch auf den Chromosomen statt- 
findet, d.h. daB in gewissen Chromosomenregionen eine verschieden 
starke Empfindlichkeit gegeniiber den einzelnen Konzentrationen der- 
selben Substanz hervortritt. 

c) Empfindlichkeitswechsel zweier Chromosomenorte auf dem SAT- 
Chromosom. In ahnlicher Weise wird nun auch die Bruchempfindlich- 
keit verschiedener Chromosomenabschnitte eines Chromosoms unter 
dem Einflu8 verschiedener Konzentrationen untersucht und auf dem 
SAT-Chromosom die Bruchhaufigkeit der SAT-Zone mit derjenigen der 


Tabelle 8. Fragmentationen. Empfindlichkeitswechsel zweier Chromosomenorte unter 
dem EinfluB verschiedener Konzentrationen auf dem SAT'-Chromosomen 























at a Peo ea ee 
| SAT-Zone| — | 36,5 | 55,4 | 62,1 
Fe | Insertion | — | 52,7 | 36,1 | 34,8 | 02—0,01 
| SAT-Zone | 40,3 | 36,2 | 22,0 | 47,6 
Co | Insertion | 43,5 | 48,9 | 540 | 33,3 | %95—0,02 
. | SAT-Zone | 41,4 | 57,1 | 50,0 | 48,0 
Ni | Insertion | 56,9 | 33,8 | 41,3 | 46,0 | %2—0,01 
| SAT-Zone | 25,0 | 26,6 | 51,8 | 29,2 | 
Cr | Insertion | 70,8 | 63,3 | 48,2 | 65,8 | %05—0,02 





Der angegebene P-Wert laBt sich aus den kursiv gesetzten Werten errechnen. 

Die P-Werte der Tabelle zeigen, daB der jeweilige Empfindlichkeitswechsel 
nicht als rein zufallig angesehen werden kann. Eine weitere Stiitze hierfiir ergibt 
sich aus der Tatsache, daB der einmal erfolgte Empfindlichkeitswechsel auch in 
den folgenden Konzentrationen beibehalten wird (s. Tabelle). Auch auf den 
kleinen Chromosomen wurden ahnliche Untersuchungen durchgefiihrt, doch 
lagen — wahrscheinlich infolge zu geringen Zahlenmaterials — alle aufgetretenen 
Verschiebungen innerhalb des Zufallbereiches. 
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Insertionsstelle verglichen. Auch hier scheint ein Wechsel des Bruch- 
maximums in Abhangigkeit von der Konzentration in der Weise vor- 
zuliegen, daB in einer Konzentration die SAT-Zone, in der nachst 
héheren bzw. schwacheren mol. Lésung die Insertionsstelle bevorzugt 
gebrochen wird. Bei Mangan, Zink und Kadmium weist in allen Konzen- 
trationen die SAT-Zone die meisten Briiche auf, die iibrigen Agenzien 
greifen je nach Konzentration mal den einen, mal den anderen Chromo- 
somenort stirker an (s. Tabelle 8). 


3. Vergleich der spontanen und induzierten Briche 


Bei der Betrachtung der Bruchverteilung iiber das Genom zeigt 
sich, daB die SAT-Chromosomen unbehandelt um ein vielfaches bruch- 
empfindlicher sind als die kleinen Chromosomen (Tabelle 10). Auch 
nach Schwermetalleinwirkung werden die groBen Chromosomen bevor- 
zugt fragmentiert. Das SAT-Chromosom ist unbehandelt etwa 3mal 
empfindlicher als nach Behandlung mit den getesteten Agenzien. 
Schenkel M, wird dabei etwas starker angegriffen als M,; in der Kon- 
trolle (Nahrlésung) dagegen sind auf beiden Chromosomenschenkeln 
keine Briiche auffindbar. Die Bevorzugung der SAT-Zone des SAT- 
Chromosoms ist ebenso deutlich wie die stirkere Empfindlichkeit der 
mittleren Region m auf den kleinen Chromosomen. Ein Vergleich mit 
der Kontrolle zeigt, daB spontane und induzierte Briiche in dieser Hin- 
sicht dieselben Chromosomenorte beeinflussen. Wie die Tabelle zeigt, 
ergeben sich jedoch quantitativ erhebliche Differenzen. 


Betrachtet man die Gesamtzahl der auftretenden Fragmentationen, 
so findet man, daB die durch Schwermetalle induzierten Briiche ein 
Vielfaches der spontanen darstellen. In der Kontrolle kommen auf 
1000 Zellen 35 Fragmentationen, nach Behandlung mit Schwermetall- 
salzen dagegen treten in ebenfalls 1000 Metaphasen 350 Briiche auf. 
Die auBerordentlich stark fragmentationsauslésende Wirkung der 
Schwermetallsalze steht damit auBer Zweifel (vgl. GLAss 1955, 1956). 


II. Verteilung der achromatischen Stellen iiber Genom und Chromosomen 


Wie bereits MarquaRpDT (1951) feststellte, erweisen sich auf den 
Chromosomen hiaufig dieselben Orte als achromatisch wie auch als 
bruchempfindlich. In eigenen Untersuchungen an 11060 Briichen und 
2912 achromatischen Stellen wurde diese Frage ebenfalls tiberpriift. 

Unter der Bezeichnung ,,achromatische Stellen‘ sind sowohl unvollstandige 
Fragmentationen als auch lokale Achromasien zusammengefaBt, da sich die beiden 
Phanomene in der Metaphase nicht unterscheiden lassen. Zur Untersuchung der 
Verteilung dieser Anomalien iiber die Chromosomen kann dieselbe Gliederung 
verwendet werden wie bei der Lokalisation der Briiche. Allerdings entfallen fir 
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die Kennzeichnung einer Achromasie selbstverstandlich alle normalerweise achroma- 
tischen Orte. Es sind dies auf dem SAT-Chromosom die Insertionsstelle sowie 
die SAT-Zone, auf dem kleinen Chromosom nur die Insertionsregion. 


Abb. 5. zeigt zwei achromatische Stellen auf dem SAT-Chromosom; die eine 
median auf Chromosomenschenkel M,, die andere in Insertionsnahe auf Schenkel 
M,. Weitere achromatische Stellen auf den groBen Chromosomen sind in Abb. 4, 
8 und 11 zu sehen. Uber die Lage auf den kleinen Chromosomen orientieren die 
Abb. 6, 7, 10 und 11. 


1. Der EinfluB verschiedener Substanzen 


a) Verteilung der achromatischen Stellen iiber das Genom. Kine Be- 
trachtung der Werte in Tabelle 9 zeigt, daB in der Kontrolle, d. h. unter 
Einwirkung normaler Nahrlésung, die kleinen Chromosomen mehr 


Tabelle 9. Verteilung der achromatischen Stellen iiber das Genom 

















Anzahl der untersuchten Metaphasen .. . . 37800 
davon.Kontiplle:..5. SHEE iw . 6500 
ES CT Re oe gen ee ee Page 31300 
Analysierte |Achromatische; =—_m- 9 SAT: | m-Chromosom 
Metaphasen | ,,st¢yOn, | Chremosom | Chromosom | “=27-Chromosom 
: T 
Kontr. 6500 15 93,3 6,7 5:0,4 
Fe 4100 272 71,3 28,3 5:2,1 
Co 4100 706 86,7 13,3 5:0,8 
Ni 4100 645 81,6 18,4 6:1,1 
Cu 3800 397 82,4 17,6 5:1,1 
Cr 3800 411 70,8 29,2 §:2,1 
Cd 3800 299 67,9 32,1 5:2,4 
Mn 3800 45 | 82,2 17,8 5:1,1 
Zn 3800 122 75,4 24,6 5:1,6 
theoretisch 71,5 28,5 5:2,0 








achromatische Stellen aufweisen, als es dem theoretischen Verhiltnis 
nach entspricht. Auch nach Behandlung mit allen untersuchten Schwer- 
metallsalzen tritt meist eine deutliche Bevorzugung der m-Chromo- 
somen auf. Die einzelnen Werte sind jedoch starker dem theoretischen 
Wert genihert als der Kontrolle, so daB in normaler Nahrlésung die 
gréBten Differenzen vorhanden sind. Die EKinwirkung von Eisen- und 
Chromnitrat entspricht der theoretischen Erwartung, d. h. die achroma- 
tischen Stellen sind gleichmaBig tiber das Genom verteilt. Kadmium 
weist als einziges Agens eine — wenn auch relativ geringe — Bevor- 
zugung des SAT-Chromosoms auf. Uber die Differenzen zwischen den 
einzelnen Substanzen orientiert die Tabelle. 

b) Verteilung der achromatischen Stellen auf den SAT-Chromosomen. 


Wie die Prozentsitze in Tabelle. 11 zeigen, ergibt sich aus dem Auf- 
treten von achromatischen Stellen in gleicher Weise wie bei den Fragmen- 








Die Verteilung von Fragmentationen und achromatischen Stellen 





273 


tationen eine verschieden starke Empfindlichkeit der einzelnen Chromo- 
somenregionen gegeniiber den einwirkenden Agenzien. Da die Inser- 


tion selbst als achroma- 
tische Zone  charakteri- 
siert ist, lassen sich in 
ihr natiirlich keine achro- 
matischen Stellen nach- 
weisen. Dafiir sind die 
insertionsnahen Regionen 
(s. Abb. 2a) besonders stark 
von achromatischen Stellen 
bevorzugt. Auffallend ist 
es daher, daB nach Ko- 
balteinwirkung die meisten 
achromatischen Stellen 
nicht in _ Insertionsniahe, 
sondern auf Schenkel M, 
auftreten. 

c) Verteilung der achro- 
matischen Stellen auf den 
m-Chromosomen. Auf den 
kleinen Chromosomen sind 
die achromatischen Stellen 
fast stets auf 3. cha- 
rakteristische Zonen _ be- 
schrankt (Tabelle 12): auf 
die oben _ beschriebenen 
Regionen mo, m und mu 
(s. Abb. 2b). Die Behand- 
lung mit Schwermetallen 
zeigt wiederum eine Be- 
vorzugung gewisser Chro- 
mosomenorte: Nach Ein- 
wirkung aller getesteter 
Substanzen wird im Gegen- 
satz zur Kontrolle (Nahr- 
lésung) die mittlere Region 
m deutlich bevorzugt. Fiir 
Kinzelheiten sei auf die 
Tabelle 10 verwiesen. 


Tabelle 10. Vergleich der spontanen und chemisch 
induzierten Briiche 

Anzahl der untersuchten Metaphasen . 

davon Kontrolle. ......... 























Anzahl der gefundenen Briiche . . . . 11060 
davon in der Kontrolle. ...... 229 
in den Substanzen. .... . 10831 
Kon- , Sub- 
trolle kK stansen . 
Verteilung der Briiche iiber das Genom: 
SAT-Chromosom | 195 | 85,2 | 7172 | 66,2 
m-Chromosom 34 | 14,8 | 3659 | 33,8 
m-Chromosom/ 
SAT-Chromosom | = 5::28,7 5:9,8 
Verteilung der Briiche auf den SAT-Chromosom: 
SAT-Zone . . . | 149 | 76,4 | 4654 | 64,9 
Centromerregion 46 | 23,6 | 2043 | 28,5 
Schenkel M, . . —_ — 261 3,6 
Schenkel M, . . | — — 214 | 3,0 
Verteilung der Briiche auf dem kleinen 
hromosom : 
Region a... . -— — 187 5,1 
Region ma ..| — —_ 74 | 2,0 
Region mo .. 8 | 23,5 | 1040 | 28,4 
Regionm... 14 | 41,2 | 1238 | 33,9 
Region mu. . . 12 | 35,3 | 1092 | 29,8 
Regione ...| — _ 29 | 0,8 


Tabelle 11. Verteilung der achromatischen Stellen 
auf dem SAT-Chromosom 




















Corp Inser- |Schenkel | Schenkel 
matischen | tion = as 
Stellen % % % 
Kontr 1 100,0 _- —_ 
Fe 77 61,0 28,6 10,4 
Co 94 29,8 23,4 46,8 
Ni 119 40,3 31,1 28,6 
Cu 70 58,6 18,6 22,8 
Cr 120 53,3 28,3 18,4 
Cd 96 37,5 36,4 26,1 
Mn 8 25,0 37,5 37,5 
Zn 30 53,4 23,3 23,3 


2. Der EinfluB verschiedener Konzentrationen 
Dieselben Untersuchungen, die sich auf die Verteilung der Briiche 


iiber das Genom und die Chromosomen erstreckten, wurden auch an 
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den achromatischen Stellen durchgefiihrt. Da sich im allgemeinen 
aihnliche Befunde ergeben, sei nur auf die Verteilung der achromati- 
schen Stellen iiber das Genom naher eingegangen (Tabelle 13). Fast 
alle Konzentrationen der getesteten Substanzen bewirken eine Bevor- 
zugung der kleinen Chromosomen. Eine Ausnahme davon zeitigen nur 
die starksten mol. Lésungen von Zink und Chrom sowie Kupfer (10-°), 
bei denen ‘in den erwahnten Konzentrationen die SAT-Chromosomen 
bevorzugt sind. Wie beiden 


Tabelle 12. Verteilung der achromatischen Stellen Briichen findet sich auch 


























auf dem kleinen Chr hier beim Vergleich aufein- 
Gesamt anderfolgender Konzentra- 

zahl der . ye gs ° 
achroma- | ma | mo | m | mu| e tionen hiaufig eine Ver- 
rg rae Meg a aur pee schiebung des Verhiiltnisses 
m:SAT-Chromosom. Be- 
Kontr 14 — | 50,0| 21,4/ 28,6; — — sonders interessant ist da- 
ve’ | 198 28,7 | 43,1|28,2| — bei die Wirkung von Kad- 
> | ae Ti 4 ”~ rigs —  _mium: mit steigender Kon- 
Cu | 327 1,6 37,0 44.0 16,8 0,6 zentration nimmt auch die 
Cr 291 1,7 | 32,6 | 34,7/ 31,0; — | Anzahl der achromatischen 
Sol | . ei bie pg! rh ~— Stellen auf den kleinen 
Zn | oe | 11 19,6 40,2 39,1 sal Chromosomen zu, waihrend 


in der geringsten Konzen- 

tration das SAT-Chromosom bevorzugt wird. Bei Eisen-, Chrom- und 

Zinkbehandlung ist es gerade umgekehrt: die Anzahl der achromatischen 

Stellen auf den kleinen Chromosomen nimmt mit abnehmender Konzen- 
tration zu (s. Tabelle 13). 

Die Untersuchungen der achromatischen Stellen hinsichtlich ihrer 

Verteilung iiber das Genom, die Chromosomen und die verschiedene 


Tabelle 13. Verteilung der achromatischen Stellen iiber das Genem in Abhdngigkeit 



































von den Konzentrationen 

Ta ohare ~~ geen sas m-Chromosom: SAT-Chromosom P-Wert 

10 | 10-* | 10-* | 10-6 10-* 10-* | 10-* 10-5 
Fe} — 90 22 17 — 6:1,8 | 5:1,1 5:0,0 |0,02—0,01 
Co] 230 | 129 140 | 107 | 5:0,7 | 5:0,6 | 5:0,5 | 5:0,7 — 
Nij| 210 129 40 107 5:0,9 §:1,1 5:0,4 5:0,4 a 
Cu 66 31 128 40 5:0,5 §:2,7 5:0,8 5:2,1 |0,01—0,001 
Cr 89 34 30 20 | 5:3,4 | 5:1,8 | 5:1,8 | 5:0,5 |0,01—0,001 
Cd 26 79 48 30 | 5:1,2 | 5:1,5 | 5:1,9 | 5:2,5 10,38 —0,2 
Mn 4 4 3 8 | 5:1,7 | 5:1,7 | 5:0,0 | 5:0,7 a 
Zn 30 31 25 14 | 5:4,4 | 5:03 | 5:0,7 | 5:1,4 0,001 

theoretisch 5:2,0 





Der angegebene P-Wert wurde jeweils aus der stirksten und schwachsten 


Konzentration ermittelt 
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Empfindlichkeit einiger Chromosomenorte gegeniiber verschiedenen 
Konzentrationen zeigen, daB sich ein ahnliches Verhalten ergibt wie 
bei den Briichen. Bestimmte Konzentrationen bewirken eine Bevor- 
zugung gewisser Regionen und zeichnen sich durch eine ihnen eigene 
Verschiebung der Empfindlichkeit in ganz bestimmter Richtung aus. 


D. Diskussion 
I. Die Beeinflussung der Chromosomenlingsstruktur 
durch Schwermetallsalze 

Im Gegensatz zu der rein zufallsgemaiBen Verteilung der Briiche 
iiber das Genom, wie sie durch y- bzw. Réntgenstrahlen annihernd 
erreicht wird (ForpD 1949, Druret 1951, Revett 1953, OFHLKERS 1953), 
wurden durch alle getesteten Schwermetallsalze die SAT-Chromosomen 
besonders stark angegriffen (s. Tabelle 2). Nach ihrer Bevorzugung der 
SAT-Chromosomen angeordnet, ergibt sich folgende Reihe: 

Mn Zn Kontr. Cd Ni Fe Co Cr (Cu _ theor. 
5:145,5 120,2 28,7 20,0 12,1 10,6 68 5,1 3,8 2,0 
Die Stellung der Kontrolle, d. h. der Einwirkung normaler Nahrlésung, 
ist besonders beachtenswert: sie zeigt, daB auch spontan die SAT- 
Chromosomen bevorzugt gebrochen werden. 

Eine ahnliche bevorzugte Bruchempfindlichkeit der groBen Chromosomen unter 
normalen Bedingungen wird auch von Wo.L (1953) festgestellt und Levan und 
Lorry (1950) erwaihnen, daB von 419 spontanen Fragmentationen nur 6 auf den 
kieinen Chromosomen aufgefunden wurden. Die Bevorzugung der SAT-Chromo- 
somen durch Agenzien wie Senfgas mit 5:49,5 (Forp 1949), Urethan mit 5:3,5 
(DEUFEL 1951, 1952), 8-Atoxycoffein (KTHLMAN und LEvan 1951), Nukleinsiuren 
mit 5:14,3 (WoL 1953), Alkaloiden mit 5:7,2 (ENGEL unver6ffentlicht bzw. 
OEHLKERS 1953) und Schwermetallen mit 5:9,8 im Durchschnitt (s. Tabelle 10 
der vorliegenden Arbeit) ist also nicht eine spezifische, durch Chemikalien aus- 
geléste Reaktion, sondern kann ,,cbenso als Ausdruck einer speziellen Bruch- 
empfindlichkeit des SAT-Chromosoms auftreten‘‘ (OEHLKERS 1953). 

Das von den iibrigen Schwermetallen abweichende Verhalten von 
Mangan und Zink zeigt, daB es Einzelsubstanzen gibt, die den ,,Nahr- 
lésungs- bzw. Kontrollwert‘‘ weit iiberschreiten. Dies ist um so be- 
merkenswerter, da OEHLKERS (1953) bei einem Uberblick iiber die 
Arbeiten seiner Schiiler feststellte, daB die Durchschnittswerte fiir die 
Bruchempfindlichkeit des SAT-Chromosoms nach Behandlung mit den 
verschiedensten Agenzien unter dem Wert fiir die Nahrlésung lagen. 
Die von uns aufgestellte Reihenfolge laf8t erkennen, daB die SAT- 
Chromosomen je nach einwirkendem Schwermetall eine verschiedene 
Bruchempfindlichkeit aufweisen. Daraus folgt, daB die SAT-Chromo- 
somen: bzw. bestimmte Orte auf ihnen eine spezifische Empfindlichkeit 
gegeniiber den verschiedenen Schwermetallen besitzen. Hieraus ergibt 
sich aber eine gewisse Analogie zu den Befunden von OrHLKERS, dem 
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es mit Hilfe einer geeigneten Applikationsweise erstmals gelang (1943, 
1946), in der Meiosis von Oenothera durch Chemikalien eine betricht- 
liche Erhéhung der Mutationsrate zu erzielen. Bereits in seiner ersten, 
fiir die Mutationsforschung grundlegenden Arbeit (1943) vermutet er, 
daB die Translokationen in den Oenothera-Genomen, welche den Vierer- 
ring betreffen, haufiger seien als solche, welche sich allein unter den 
5 Bivalenten abspielen. In einer spiteren Arbeit (1949) weisen OEHL- 
KERS und Liynert bei der Verteilung der Translokationen iiber die 
Genome nach, daB diejenigen Klassen bevorzugt werden, die Konfigura- 
tionen enthalten, bei denen innerhalb einer Konjugationsgruppe ein 
Stiickaustausch erfolgt ist. Besonders interessant ist jedoch, daB 
OEHLKERS in der Meiosis von Oenothera eine ahnliche Spezifitat fest- 
stellen konnte, wie sich auch in der Mitose von Vica faba zum Ausdruck 
kam (OrHLKERS 1953, 8.101, Tabelle 4). Auch in der Meiosis ist die 
Haufigkeit einer bestimmten Translokation (z. B. Teilung des Vierer- 
ringes in 3+1) je nach verwendetem Agens verschieden. Am stirksten 
ist die Abweichung vom Erwartungswert bei Wasser — analog unserer 
Nahrlésung — am schwichsten bei Réntgenstrahlen. Wir erkennen 
daraus, daB sich die Unterschiede vom theoretischen Wert in derselben 
Weise anordnen wie die Differenzen in den bevorzugten Bruchregionen 
des SAT-Chromosoms von Vicia faba durch eine ahnliche Reihe von 
Substanzen. 

Um nachzuweisen, ob die Bevorzugung der SAT-Chromosomen 
durch Fragmentationen allein auf ihrer bereits an anderer Stelle er- 
wahnten spezifischen Bruchempfindlichkeit beruht, haben wir simt- 
liche Orte, in denen spontane Briiche auftreten, aus unserem Material 
ausgegliedert und nur die durch Schwermetalleinwirkung neu auf- 
tretenden bruchempfindlichen Orte auf SAT- und m-Chromosomen 
untersucht. Wir erhalten dann folgende Verteilung der Briiche tiber 
das Genom (s. auch Tabelle 5): 

Mn Zn Cd Ni Fe Co Cr Cu _ theor. 

5:7,5 5,0 185 18,5 17,7 22,5 25,3 1,0 2,0 
Betrachten wir diese Aufstellung, so finden wir auch unter diesen 
Bedingungen eine deutliche Bevorzugung der SAT-Chromosomen bis 
auf eine Ausnahme. Im Vergleich mit der friiher aufgestellten Reihen- 
folge jedoch la8t sich bei den Werten von Nickel, Eisen, Kobalt und 
Chrom eine Férderung, bei den iibrigen Agenzien eine Abnahme der 
Fragmentationshaufigkeit auf den SAT-Chromosomen nachweisen. Be- 
sonders hervorgehoben werden mu8 das Verhalten von Kupfer, das 
unter den gegebenen Bedingungen — Ausgliederung aller Chromo- 
somenorte, in denen spontane Briiche auftreten — als einziges Schwer- 
metall die kleinen Chromosomen bevorzugt angreift. Hierin ergibt sich 
eine Parallele zu den Arbeiten von Forp (1949) mit Senfgasen (s. auch 
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LovELLEs und Reve. 1949), Levan und Lorry (1950) durch An- 
keimen von Vicia in Wasser, und REvELL (1953) mit Diepoxyd, in 
denen immer die kleinen Chromosomen bevorzugt fragmentiert werden. 

Da wir auch die Fragmentationsrate in den einzelnen bruchempfind- 
lichen Orten beider Chromosomengruppen untersucht haben, sind wir 
in der Lage, iiber die Bevorzugung der kleinen Chromosomen durch 
Kupfer nahere Angaben zu machen. Durch Kupfer wird die Insertions- 
stelle (a) der kleinen Chromosomen besonders stark angegriffen (s. Ta- 
belle 4). Da unter normalen Bedingungen dieser Ort keine Briiche auf- 
weist, die iibrigen Schwermetalle diese Zone aber nur geringfiigig beein- 
flussen, miissen wir daraus folgern, daB unter gewissen Bedingungen 
durch Kupfer die kleinen Chromosomen bevorzugt fragmentiert werden, 
wobei dieses Agens eine besonders intensive Wirkung auf die Inser- 
tionsstelle ausiibt. Dies zeigt, daB wir in der Reihe der Schwermetall- 
salze eine Substanz haben, die eine ganz spezifische Wirkung auf 
bestimmte Chromosomenorte auszuiiben vermag. 


Unsere Untersuchungen iiber die verschiedene Bruchempfindlich- 
keit der einzelnen Chromosomenorte haben gezeigt, daB nach Schwer- 
metalleinwirkung auf den SAT-Chromosomen in den beiden achroma- 
tischen Stellen eine besonders hohe Fragmentationsrate auftritt, wobei 
allgemein die SAT-Zone starker fragmentiert ist als die Insertions- 
region; die Differenzen sind statistisch gesichert. 

Uber eine Bevorzugung der SAT-Zone durch Chemikalien berichten auch 
Kratman und Levan (1951) sowie Druret (1951, 1952), waihrend von anderen 
Autoren eine besondere Bruchempfindlichkeit der Insertionsstelle (THERMAN- 
SuoMALEINEN 1949, WoL. 1952) bzw. insertionsnaher Regionen festgestellt wird 
(Da Camara und Mitarbeiter 1948, Dartincron und McLetsH 1951, KraumMan 
1952, Revett 1953). Neben den beiden natiirlichen achromatischen Zonen — 
der SAT-Zone und der Insertionsregion — finden sich auch eine geringe Anzahl 
von Briichen auf den beiden Chromosomenschenkeln (Da Camara, McLEIsH, 
REVELL), wie es auch nach Schwermetalleinwirkung der Fall ist (s. Tabelle 3). 

Da auch unter normalen Bedingungen die SAT-Zone bevorzugt 
fragmentiert wird, handelt es sich hier nicht um eine durch Schwer- 
metalle ausgeléste spezifische Empfindlichkeit der SAT-Zone. In der 
Bevorzugung einer bestimmten Chromosomenregion auf dem SAT- 
Chromosom bestehen zwischen der Wirkung der Schwermetalle und 
der Kontrolle, d.h. der Nahrlésung, keine qualitativen, wohl aber 
quantitative Unterschiede. Auch zu der hier aufgezeigten Bruchbevor- 
zugung gewisser Chromosomenorte findet sich in der Meiosis von 
Oenothera eine Analogie. OEHLKERS (1953) konnte zeigen, daB spontane 
wie induzierte Briiche in zwei besonders bruchempfindlichen Chromo- 
somenorten des Viererrings gehiuft auftreten. In der Regel sind es 
die achromatischen Zonen, bei Oenothera jedoch scheinen auch noch 
einige andere bruchempfindliche Stellen vorhanden zu sein, von denen 
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OEHLKERS vermutet, daB sie méglicherweise nicht morphologisch zu 
unterscheiden sind. Auch GoTrTscHALK (1951) berichtet, daB nach Be- 
handlung mit Réntgenstrahlen und Urethan auf meiotischen Chromo- 
somen die Spindelansatzstelle sowie Zonen in deren Nahe bevorzugt 
transloziert werden. Die Befunde von OEHLKERS und GoTTscHALK 
stimmen gut mit unseren Ergebnissen in der Mitose von Vicia faba 
iiberein, in denen neben den achromatischen Zonen auf dem SAT- 
Chromosom 5, den kleinen Chromosomen 3 weitere bruchempfindliche 
Zonen festgestellt werden konnten. 

Wie die Verteilung von 3660 Briichen auf den kleinen Chromosomen 
zeigt, wird erstaunlicherweise von allen Schwermetallen (Ausnahme: 
Kupfer) die Insertionsstelle der m-Chromosomen (a) nur sehr selten 
fragmentiert (etwa 2%), waihrend in den drei mittleren Regionen, die 
sich durch keine auffallenden achromatischen Stellen auszeichnen, etwa 
95% aller Briiche auftreten, 

DaB sich die Insertionsstelle der kleinen Chromosomen nicht nur den Schwer- 
metallen sondern auch anderen Chemikalien gegeniiber ziemlich unempfindlich 
zeigt, geht aus den Untersuchungen von Forp (1949), Levan und Lorry (1951), 
DaRLINGTON und McLetsH (1951) sowie DruFEL (1951, 1952) hervor. Wir ersehen 
daraus, daB die Insertionsstelle der m-Chromosomen als Bruchstelle keine Rolle 
spielt, obwohl sie ebenso achromatisch ist wie die Insertionsregion der SAT- 
Chromosomen, die als besonders bruchempfindlich bekannt ist. 

Kin Vergleich mit den spontan vorkommenden Fragmentationen auf 
den kleinen Chromosomen zeigt bei einem Gesamtmaterial von 34 Brii- 
chen, da8 kein einziger in der Insertionsstelle auftritt; alle durch Nahr- 
lésung hervorgerufene Briiche verteilen sich zu etwa gleichen Teilen 
auf die 3 mittleren Regionen. Auch Levan und Lorry (1951) finden 
keine Beeinflussung der Insertionsstelle der m-Chromosomen durch 
spontane Fragmentationen. 

Aus den bisherigen Befunden ergibt sich folgendes: Spontanen und 
durch Schwermetall induzierten Briichen scheint die gleiche Reaktion 
zugrunde zu liegen, beide greifen dieselben Orte bevorzugt an. In der 
Empfindlichkeit der Insertionsstellen der SAT- und m-Chromosomen 
bestehen Unterschiede, deren Ursache nicht geklirt werden konnte, 
da die Lage sowie der Umfang der betreffenden Stelle keine Rolle zu 
spielen scheint. is 

Im folgenden sei kurz auf die Verteilung der Briiche in Abhangig- 
keit von der Konzentration sowie auf den Empfindlichkeitswechsel 
zwischen zwei bestimmten Chromosomenorten eingegangen. Die Ergeb- 
nisse lassen erkennen, daB durch die verschiedenen Konzentrationen 
der meisten Schwermetallsalze eine gerichtete quantitative Verschie- 
bung der Bruchhaufigkeit auf den SAT-Chromosomen ausgelést wird, 
bei der die Bevorzugung der SAT-Chromosomen mit. schwacher wer- 
dender Konzentration statistisch gesichert abnimmt (Kobalt, Nickel, 
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Kupfer), bei anderen Schwermetallen dagegen ansteigt (Eisen, Chrom, 
Cadmium). Der Empfindlichkeitswechsel zweier Chromosomenorte auf 
dem SAT-Chromosom (der SAT-Zone und der Insertionsstelle) weist 
darauf hin, da die einzelnen Konzentrationen bestimmter Schwer- 
metalle nicht nur quantitative Unterschiede hervorrufen, sondern daB 
— wie der gerichtete und eng mit der Konzentration verbundene Emp- 
- findlichkeitswechsel zeigt — auch den einzelnen Konzentrationen eine 
gewisse spezifische Wirkungsweise zukommen kann. Wir kommen 
somit zu dem Ergebnis, da8 nicht nur gewisse bruchempfindliche Orte 
auf den Chromosomen gegeniiber bestimmten Schwermetallen eine 
spezifische Bruchempfindlichkeit besitzen, sondern daB auch bereits in 
einer bestimmten Chromosomenstelle eine verschieden starke Empfind- 
lichkeit gegentiber verschiedenen Konzentrationen derselben Substanz 
vorhanden sein kann. Bei Untersuchungen der mutationsauslésenden 
Wirkung von Agenzien ist es daher notwendig, nicht nur deren Gesamt- 
wirkung zu testen, sondern auch ihren Konzentrationen Beachtung 
zu schenken. 

In der vorliegenden Arbeit wurde auch das Auftreten der achroma- 
tischen Stellen quantitativ untersucht. Zu den bereits aufgezeigten 
Unterschieden (GLAss 1955, 1956) konnten nun noch weitere erhebliche 
Differenzen zu den Fragmentationen festgestellt werden: die achroma- 
tischen Stellen finden sich —im Gegensatz zu den Briichen — bevorzugt 
auf den kleinen m-Chromosomen. Auch hier zeigen einzelne Chromo- 
somenorte eine spezielle Empfindlichkeit gegeniiber verschiedenen Agen- 
zien. Bei unterschiedlichen Konzentrationen ist ebenso wie bei den 
Briichen ein gesicherter Empfindlichkeitswechsel einzelner Orte fest- 
zustellen. Besonders interessant ist bei der Verteilung der achroma- 
tischen Stellen iiber das Genom, daB es einige Schwermetalle gibt, die 
in bestimmten Konzentrationen mehr achromatische Stellen auf den 
SAT-Chromosomen auslésen (Tabelle 13). So werden z. B. durch die 
stirkste Konzentration von Chrom auf den SAT-Chromosomen die 
meisten achromatischen Stellen aufgefunden, wihrend bereits in der 
nachst schwicheren Lésung die kleinen Chromosomen mehr achroma- 
tische Stellen aufweisen. Ebenso ist es nach Zinkeinwirkung, waihrend 
nach Kadmiumbehandlung in umgekehrter Richtung durch die 
schwichste Lisung die meisten achromatischen Stellen auf den SAT- 
Chromosomen auftreten. Je nach Konzentration werden innerhalb den- 
Selben Substanzen einmal die groBen, einmal die kleinen Chromosomen 
bevorzugt. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, daB8 auch hier eine 
gewisse spezifische Wirkung einzelner Konzentrationen vorliegen kann. 
Dabei ist bemerkenswert, daB sich eine Korrelation dergestalt, daB 
eine Chromosomenstelle mit geringer Bruchempfindlichkeit statt dessen 
haufiger achromatische Stellen aufwiese, nicht hat feststellen lassen. 
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Briiche und achromatische Stellen dirften also, soweit die Genauigkeit 
unserer Untersuchungen reicht (11060 Briiche und 2912 achromatische 
Stellen), an den gleichen Chromosomenorten auftreten (s. auch Mar- 
QUARDT 1951). 


II. Die Rolle des Heterochromatins bei der Mutationsauslésung 
Von verschiedenen Autoren wird eine Beziehung zwischen Bruch- 
stellen und heterochromatischen Regionen auf den Chromosomen ange- 
nommen. Fragmentationen sollen danach in den meisten Fallen in 
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Abb. 12. Lokalisation der heterochromatischen Regionen bei Vicia Hl Vergleich der 
von den einzelnen Autoren festgestellten heterochromatischen Segmente mit den von uns 
aufgefundenen achromatischen Stellen. Die Numerierung der Chromosomen gibt an, 
unter welcher Zahl der Autor zu finden ist, der die auf dem betreffenden Chromosomen 
eingezeichneten heterochromatischen Regionen beschrieben hat. 1 Hr1rTz (1932) Anaphase. 
2 Ts1o und LEVAN (1950) Prophase. 3 LA Cour (1951) Metaphase. 4 MCLEISH (1953) 
Metaphase. 5 REVELL (1953) Metaphase. 6 Zusammenfassung aller heterochromatischen 
Regionen und Lokalisation auf den betreffenden Chromosomen. 7 GLAss (vorliegende 
Arbeit) Lage der achromatischen Stellen in der Metaphase 
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diesen Zonen auftreten (LOVELLES und Revett 1949, Levan und 
Lotry 1950, DaRLIneton und McLetsu 1951, McLetsu 1953, REVELL 
1953). Marquarpt (1950, 1951) nimmt an, daB es sich dabei um 
Lockerstellen in den parallel angeordneten Kettenmolekiilen der Chromo- 
somen handelt; sie stellen die Punkte der héchsten Empfindlichkeit 
dar. Diese Annahme gewinnt durch unsere Befunde an Bedeutung, 
da wir ja gesehen haben, daB je nach Konzentration und Schwermetall 
ein und dieselbe Chromosomenstelle verschieden empfindlich reagieren 
kann. Vicia faba ist ein fast rein euchromatisches Objekt, doch wurden 
bereits von Hertz (1932) einige heterochromatische Abschnitte auf 
beiden Chromosomengruppen festgestellt. Auch durch Kaltebehand- 
lung — etwa um 6° — war es méglich, diese heterochromatischen 
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Zonen von Vicia faba sichtbar zu machen (La Cour 1951, McLetsx 
1953 u.a.), und Ty10 und Levan (1950) gelang nach Behandlung mit 
8-Oxychinolin ebenfalls eine Trennung von Eu- und Heterochromatin. 

Da sich aus den Angaben der einzelnen Autoren iiber die Lokalisa- 
tion der heterochromatischen Segmente von Vicia faba gewisse Diffe- 
renzen ergeben, haben wir die entsprechenden Befunde in Abb. 12 
einander gegeniibergestellt. Unter der Zahl, die den Chromosomen 
beigefiigt ist, ist der Autor zu finden, der die auf dem betreffenden 
Chromosom eingezeichneten heterochromatischen Regionen beschrie- 
ben hat. 

REVELL (Nr. 4) und auch McLeztsx (Nr. 5) finden auf dem SAT-Chromosom 
2 heterochromatische Regionen in Centromernahe, wahrend La Cour (Nr. 3) 
auf dem nukleolustragenden Arm nur eine heterochromatische Zone angibt, die 
aber nicht identisch ist mit der der beiden anderen Autoren. Ts10 und Levan 
(Nr. 2) stellen neben den centromernahen Regionen von REVELL und McLetsH 
auf dem langen Schenkel des SAT-Chromosoms weitere heterochromatische Stellen 
fest, iiber die bei den anderen nichts verlautbar ist. Ebenso finden sie eine weitere 
heterochromatische Region auf dem Satelliten selbst, iiber die auch Herrz (Nr. 1) 
berichtet. Auf den kleinen Chromosomen zeigen sich ahnliche Differenzen in den 
Befunden der einzelnen Autoren. Wir ersehen daraus, daB es noch nicht einwand- 
frei gelungen ist, die Lokalisation der einzelnen heterochromatischen Bezirke 


von Vicia faba genau festzulegen. 

Um den bisherigen Untersuchungen iiber die Lokalisation der hetero- 
chromatischen Zonen bei Vicia faba gerecht zu werden, haben wir aus 
den verschiedenen Ergebnissen der einzelnen Autoren die identifizierten 
heterochromatischen Bezirke herausgenommen und auf der betreffenden 
Chromosomengruppe lagemaBig projiziert (Abb. 12, Chromosom Nr. 6). 
Wir finden dann folgende heterochromatische Abschnitte: Auf dem 
SAT-Chromosom eine heterochromatische Region auf dem Satelliten 
in der Nahe der SAT-Zone (1), eine Region in der Mitte des nucleolus- 
tragenden Schenkel (2), eine nahe der Insertionsstelle desselben Chromo- 
somenarms (3). Auf dem langen Schenkel des SAT-Chromosoms eine 
heterochromatische Zone nahe der Insertion (4), einige schwichere 
Bezirke in der Mitte des betreffenden Schenkels (5). Auf dem kleinen 
Chromosom verteilen sich die heterochromatischen Zonen wie folgt: 
Eine Zone nahe der Insertionsstelle auf dem langen Chromosomen- 
schenkel (6), eine in der Mitte des langen Schenkels (8), eine nahe dieser 
Stelle in Richtung Insertion (7), eine weitere in Richtung distales Chromo- 
somenende (9), eine im proximalen Drittel des langen Schenkels (10), 
und eine Zone im distalen Chromosomenende selbst (11). 

Auf den Chromosomen Nr. 7 (Abb. 12) sind die von und aufgefun- 
denen achromatischen Stellen von Vicia faba eingezeichnet. Ver- 
gleichen wir die Lage unserer achromatischen Stellen mit der der 
heterochromatischen Zonen auf beiden Chromosomengruppen, so kom- 
men wir zu dem Ergebnis, daB heterochromatische Zonen und achroma- 
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tische Stellen in denselben Chromosomenorten lokalisiert sind! Da aber — 
wie oben gezeigt — achromatische Stellen und Fragmentationen in 
denselben Zonen vorkommen, folgt aus dem Ergebnis weiterhin, daB 
Briiche bevorzugt in heterochromatischen Bezirken aufzutreten scheinen 
(vgl. auch LinnerT 1955). 

Kann aus den Befunden nun gefolgert werden, da8 Briiche nur in 
heterochromatischen Regionen auftreten ? Nach unseren eigenen Beob- 
achtungen finden auf dem SAT-Chromosom im distalen Ende des 
langen Chromosomenschenkels M, gelegentlich Fragmentationen statt, 
also in einer Region, in der bisher kein heterochromatischer Bezirk 
festgestellt wurde. McLetsH (1953) unterscheidet auf allen Chromo- 
somen zusammen insgesamt 14 distinkte Segmente, in denen sich 
Fragmentationen auffinden lassen. Acht davon stimmen mit den 
heterochromatischen Regionen iiberein, die anderen 6 Orte ,,scheinen 
zwar in ihrer Lage konstant zu sein, doch ist bei Kalteeinwirkung an 
diesen Stellen kein Heterochromatin nachweisbar“. Freilich betragt 
der Anteil an Briichen in diesen 6 Zonen weniger als 10%. McLeIsH 
vermutet, daB auch hier heterochromatische Zonen vorhanden sind, 
die jedoch zu klein sind, um optisch sichtbar zu werden. Méglicher- 
weise handelt es sich dabei um intercalares Heterochromatin, das nach 
Hanna (1951) vom Euchromatin cytologisch nicht unterscheidbar und 
bruchempfindlich sein soll. REevELL (1953) betont, daB die chemisch 
induzierten Briiche keinesfalls nur auf heterochromatische Zonen be- 
schrinkt sind und da die Chemikalien andere, nicht als heterochroma- 
tisch identifizierte Bezirke bevorzugen. So fand auch Forp (1949) 
auf den kleinen Chromosomen von Vicia faba, die wesentlich weniger 
Heterochromatin aufweisen als die SAT-Chromosomen, in Abhangig- 
keit vom Senfgas eine héhere Bruchrate als auf den groBen Chromo- 
somen (s. auch LovELLEs und REvELL 1949, Levan und Lorry 1950, 
REVELL 1953, GuAss 1956). Gehen wir von der Annahme aus, daB die 
heterochromatischen Zonen auf den Chromosomenschenkeln alle die- 
selbe chemische Zusammensetzung haben, dann miiBteu alle in gleicher 
Weise angegriffen werden, da ja Umfang und Lage keine Rolle zu 
spielen scheinen. Dennoch findet sich auch in diesen Zonen je nach 
einwirkendem Agens eine verschiedene Bruchempfindlichkeit und nach 
Schwermetallbehandlung sogar auf den m-Chromosomen ein statistisch 
gesicherter Empfindlichkeitswechsel. Weiterhin wird die Insertions- 
stelle des SAT-Chromosoms etwa 10mal stiirker fragmentiert als die 
der kleinen m-Chromosomen. 

Aus alledem miissen wir folgern, daB zwar in den meisten Fallen 
die heterochromatischen Chromosomenregionen von Vicia faba durch 
einwirkende Agenzien bevorzugt gebrochen werden, daB jedoch da- 
neben auch Briiche im Euchromatin auftreten. Die Hohe der Frag- 
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mentationsrate in den einzelnen Zonen scheint von der Lage und dem 
Umfang der heterochromatischen Region unabhingig zu sein. 


Zusammenfassung 

1. Die Anzahl der Fragmentationen und achromatischen Stellen aut 
den beiden Chromosomengruppen der Wurzelspitzenmitose von Vicia 
faba (2 groBe = SAT-Chromosomen und 5 kleine = m-Chromosomen) 
wurde in Abhangigkeit von verschiedenen Konzentrationen (10-2 bis 
10-5 mol.) von Eisen-, Kobalt-, Nickel-, Kupfer-, Chrom-, Kadmium., 
Mangan-, Zinknitraten bestimmt. 

2. Die spontanen Fragmentationen sind auf die SAT-Zone und 
Insertionsregion der groBen Chromosomen beschrinkt sowie auf die 
3 mittleren Regionen der kleinen Chromosomen. Nach Schwermetall- 
einwirkung finden sich auf dem SAT-Chromosom 5, auf den kleinen 
Chromosomen 3 weitere bruchempfindliche Stellen. 

3. Die Briiche verteilen sich ungleichmaBig iiber das Genom, wobei 
eine spezifische Reihenfolge in der Bevorzugung der SAT-Chromo- 
somen zu erkennen ist. Die Extreme sind Mangan mit einem Verhiltnis 
m:SAT-Chromosom = 5:145,0 und Kupfer mit 5:3,8 (normal 5:2,0). 
Die Kontrolle (Einwirkung des Nahrmediums) besitzt ein Verhiltnis 
von 5:28,7. 

4. Kupfer ruft unabhingig vom Nahrmedium (rechnerisch ermittelt) 
allein auf den kleinen Chromosomen eine gréBere Anzahl von Frag- 
mentationen hervor als auf den groBen, wobei die Wirkung im Bereich 
der Insertionsstelle liegt. 

5. Die verwendeten Schwermetalle greifen in allen Konzentrationen 
die SAT-Chromosomen bevorzugt an; doch findet in Abhangigkeit von 
der Konzentration eine statistisch gesicherte Verschiebung der Bruch- 
haufigkeit auf diesen Chromosomen statt, wobei zwischen der SAT- 
Zone und der Insertionsregion ein Empfindlichkeitswechsel statt- 
finden kann. 

6. Die achromatischen Stellen treten bevorzugt auf den kleinen 
m-Chromosomen auf. Wie bei den Briichen findet sich auch hier eine 
Verschiebung der Empfindlichkeit bestimmer Chromosomenorte in 
Abhangigkeit von der Konzentration. 

7. Die Lage der heterochromatischen Bezirke von Vicia faba wird 
im Hinblick auf die Fragmentationsbereitschaft untersucht. Es konnte 
gezeigt werden, da8 Briiche und achromatische Stellen an eben diesen 
Chromosomenorten bevorzugt auftreten. 
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A. Einleitung 


Im Pachytiinstadium der Meiosis sind die Chromosomen noch relativ 
lang, obwohl bereits eine Verkiirzung erfolgt ist; sie sind fiir ein Studium 
ihrer Morphologie deshalb besonders geeignet, weil hier optisch ver- 
schiedene Liangsanteile erkennbar sind. Die durch die Homologenpaarung 
erfolgte scheinbare Reduktion der Chromosomenzahl bietet fiir solche 
Analysen wertvolle Erleichterungen. Die hier verwendeten Gesneriaceae 
bieten freilich der cytologischen Bearbeitung insofern eine Schwierigkeit, 
als sie zu den verbreiteten Objekten gehéren, bei denen gewisse Stadien 
der Meiosis fixierungslabil sind. Freilich ist das hier im wesentlichen im 
friihen und mittleren Pachytin der Fall; das spite ist stabil. Erkenn- 


* Teil einer Dissertation der Naturwissenschaftlich-mathematischen Fakultat 
der Universitat Freiburg i. Br. Herrn Prof. Dr. F. Ozai~xers danke ich fiir die 
Stellung des Themas und sein férderndes Interesse bei der Durchfithrung der Arbeit 
sowie fiir die Uberlassung von Pflanzen und Kulturraumen. Herrn Dr. A. Rescu 
schulde ich Dank fiir vielseitige Anregungen. 
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bare Pachytanstadien sind also auf eine sehr kurze und gleichmaBige 
Ablaufzeit begrenzt. Damit erhéht sich nun wiederum der Vergleichs- 
wert der erhaltenen Bilder. 

Bisher wurden die Gesneriaceen zytologisch im wesentlichen auf ihre 
Chromosomenzahlen hin untersucht (HErrz 1926, Scott-MoNncRIEFF and 
Srurcers 1940, Sucrura 1936a, b; 1938, 1940); allein OEHLKERs gibt 
1944 eine genauere Analyse von Mitosis und Meiosis der beiden Gruppen 
der Gattung Streptocarpus. Daraus ergibt sich, daB die rosulaten und 
unifoliaten Typen mit »=16 ein massiv-heterochromatisches Mittel- 
stiick besitzen, die cauleszenten hingegen mit »=—15 auffallend viel 
weniger Heterochromatin. 

Als erstes — auch als Vorbereitung fiir eine Strukturanalyse — muBte 
eine Bestimmung der Chromosomen-Zahlen erfolgen. Bei einigen 
wenigen giinstigen Formen konnte ein Studium der Morphologie sich 
anschlieBen. 


B. Material und Methode 


Das Pflanzenmaterial des Botanischen Gartens zu Freiburg i. Br. wurde durch 
Zusendungen aus folgenden Botanischen Garten erginzt: Bonn, Coimbra, Dresden, 
Frankfurt a. M. (Palmengarten), Hamburg, Miinchen-Nymphenburg und Kopen- 
hagen!. Die bearbeiteten Arten wurden oben zugleich mit der Angabe ihrer 
Chromosomenzahlen zusammengefaBt. . 

Zur Gewinnung von Wurzelspitzen (Wsp) wurden Stecklinge in warmfeuchtem 
Torf angetrieben oder, soweit méglich, Knollen gesteckt. In beiden Fallen entste- 
hen in 2—3 Wochen geniigend lange Adventivwurzeln. 

Die Untersuchung der Meiosis wurde vorwiegend in den ¢ Gonotokonten (PMZ) 
vorgenommen. Zu diesem Zwecke wurden die Antheren freiprapariert und in Alko- 
hol (96% )-Eisessig-Gemisch 3:1 fixiert. Angefarbt wurde in starker Carminessig- 
siure mit Eisenzusatz (2,5 g Carmin/100 cm® 50%ige Essigsaiure, 0,5 cm® 10% ige 
FeCl,-Lésung) in flachen Petrischalen. 


C. Empirischer Teil 
1. Die neubestimmten und korrigierten Chromosomenzahlen 
einiger Glesneriaceen 
Meiosisstadien gelten vielfach als die sicherste Basis fiir eine exakte 
Chromosomenzahlbestimmung. Die Anaphase I und II sowie die Meta- 
phase II sind dazu besonders geeignet, geben sie doch gleichzeitig auch 
iiber Stérungen der Meiosis AufschluB und zeigen also an, wo gleich- 
zeitig die stérungsfreien Mitosen herangezogen werden miissen. Bei 
einigen Objekten wurden zusiatzlich die Pollenkornmitosen zur Be- 
stimmung mit verwendet. Sofern keine oder zu wenig Knospen bei den 
einzelnen Formen vorhanden waren, war ebenfalls der Gebrauch somati- 
scher Mitosen notwendig. Bei vielen Objekten ist die spite Mitose zur 
Chromosomenzahlbestimmung geeigneter als die Metaphase. 


1 Ich danke den Herren Direktoren dieser Garten fiir ihr groBziigiges Entgegen- 
kommen. 
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Tabelle 1. Die neubestimmten und korrigierten Chromosomenzahlen 
einiger Gesneriaceen 




















ee 
Pflanzennamen n-Zahl bestimmt in 
PMZ | Wsp 

Aeschynanthus marmorata F.MoorE ....... 14 _ + 
Aeschynanthus tricolor Hook . ......... 16 + = 
Aeschynanthus grandiflora SPRENG. ....... 16 _ “6 
Aeschynanthus lobbiana Hook. ......... 32 + of 
Aeschynanthus javanica Hook. ......... 32 ~ + 
Aeschynanthus speciosa Hook. ......... 32 ~ + 
Aeschynanthus lamponga MiQ........... 32 _ =} 
Aeschynanthus pulchra G.Don. ......... 32 — <3 
BURUNG ROMANE AL DO... kas « tuehore e 10 + a 
Episcia cupreata HaNsT. . . 2... we wee 9 _ - 
Episcia punctata Hanst. . .......22. 9 + an 
Episcia tesselata LINDEN... .......2.. 9 + a 
Alloplectus capitatus Hanst. .......... 9 + se 
Alloplectus vittatus ANDRE. . . 1... 2... eee 9 + ae 
Alloplectus lynchii HooKE. . . 1... 2... 2 ee etwa 17—18] — is 
Nautilocalyx forgetii SPRAQUE «1.1... 2... _ f 
Columnea schiedeana SCHLECHT.. ........ 9 + ae 
Columnea glabra OBRST. . 2. 2 se es tw ws 9 + = 
Columnea Kewensis Hort. . .......... 9 + ty 
Columnea gloriosa SPRAQUE. . 2... 2 eee 9 Billys 
Columnea hirta Ku. et Hanst. ......... 9 + — 
Columnea microphylla Ku. et Hanst.. ...... 9 + _ 
Gloxinia maculata L’'Hmritr.. .........-. 13 _ a 
Achimenes mex. var. coerul. SEAN. . . 2... 2. ll ats ‘te 
Achimenes baum. var. coerul. SEAN. . . 1... 1l + a 
Achimenes ‘Little Beauty‘ Hort... ....... ll + Ses 
Achimenes grandiflora S.C... 1... ee eee ll + | we 
Achimenes longiflora Do. . 2... 1. ee eee ll haere 
Achimenes hirsuta Do. . 2. 1 1 we ee et ll ae | rae 
Achimenes giesbrechtii? . 2... 1 ee ee eee 1l ae si 
Naegelia seOvtna ROL. oo saa Bis edi emetiant 121 + = 
Taglar Wictiite Webisode: ec Reh omental daieiveise 13 ane se? 
Isoloma bogotense NicHOLS. . . . . 1... 22 es 13 + 

Isoloma spectosa—. . 2... 2 ee ee we ee 13 + 

Isoloma hirsutum Rat. . . 2... 1 1 we eee 13 + mi 
Tydaea lindentana Rot. ...... 2... 2s. 13 me * 
Corytholoma macropodum SPRAQUE ....... 13 + tu 
Corytholoma cardinaleWatP. .......... 131 a ra 
Sinningia speziosa HIERN. . 2... ee eee 131 + af 
Sinningia hybrida Hort. . . . 2... 2 2 ee ee 13 + of 
Sinningta pusilla Bam. . . . 2 2 2 2 wwe le 13 + a 
Sinningia regina SPRAQUE ... 1... ee eee etwa 13 — + 
Gesneria tomentosa LL. . . 1... 2. se ee eee 14 + ane 





1 Suarura (1936a, b; 1938; 1940) bei Naegelia zebrina n=12; bei Gesneria 
cardinalis (= Corytholoma cardinale) n= 14 und bei Sinningia speziosa n= 28 


Im einzelnen wurden folgende Chromosomenzahlen festgestellt, wo- 
bei die Herkunft aus Meiosis oder Mitosis angegeben ist (vgl. Ta- 
belle 1). 

Chromosoma. Bd. 8 20a 
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2. Struktur und Vergleich der Pachyténchromosomen einiger Gesneriaceen 


a) Vorbemerkungen 


Im folgenden handelt es sich zunaichst nur um ein geeignetes Verfahren, die 
Chromosomenstruktur zu beschreiben, ohne daB damit zugleich schon eine Inter- 
pretation gegeben sei. 

Wir nennen mit Herrz (1935) simtliche lichtmikroskopisch sichtbaren Anteile 
eines Chromosoms Chromatine. Die stairker angefirbten Chromosomenabschnitte 
stellen wir als heterochromatische den schwacher fairbbaren euchromatischen Seg- 
menten gegeniiber. Ohne auf die verschiedenen Méglichkeiten der Erklirung des 
Gegensatzes Heterochromatin—Euchromatin zunachst Riicksicht zu nehmen, sei 
hinzugefiigt, daB die ersten Elemente massive Fadenabschnitte darstellen, die 
natiirlich auch gegeniiber den letzteren starker spiralisiert sein kénnen. 

Es bleiben dann nur noch im Pachytan die nur sehr schwach gefarbten, in der 
Literatur fast durchgangig als achromatisch [besser mit Herrz (1935) als anukleal] 
bezeichneten SAT- und Insertionsstellen iibrig. In den heterochromatischen Chromo- 
somenabschnitten sind meist verschieden groBe Gebilde zu erkennen; ohne iiber 
deren Konstitution und Funktion etwas aussagen zu wollen, kann man diese 
Chromosomenbestandteile in herkémmlicher Weise als ,,Chromomeren‘ bezeichnen. 
Die gréBeren eines heterochromatischen Chromosomensegmentes seien als Makro- 
chromomeren, die kleineren Mikrochromomeren bezeichnet. Abgesehen davon gibt 
es das Mehrfache an Masse eines Makrochromomers umfassende heterochromatische 
Gebilde, die wir als kompakte heterochromatische ,,Blécke‘‘ bezeichnen. SchlieB- 
lich sind die von McCuintooxk erstmals bei Zea Mays als ,,knobs‘‘ bezeichneten 
heterochromatischen Endstiicke der Chromosomen bei einigen Arten gefunden 
worden. Wieweit die sog. ,,Fibrilien‘‘ zwischen den,, Chromomeren“ euchromati- 
sche Abschnitte sind oder etwas anderes, sei zunachst fiir die bloBe Beschreibung 
noch dahingestellt. 

Bei den meisten Arten liegen bei den Pachytinchromosomen beiderseits der 
Insertionsstellen heterochromatische Segmente, und daran schlieBen sich euchro- 
matische Chromosomenenden an. AuBer so beschaffenen Chromosomen gibt es auch 
noch solche, deren Endabschnitte gemischt eu-heterochromatisch sind. Dies ist 
so zu verstehen, daB nach bestimmten Folgen euchromatischer Teile kleinere 
heterochromatische Abschnitte eingestreut sind. 

SchlieBlich gibt es noch Chromosomen, die angeblich euchromatisch sind, in- 
dessen iiber ihre ganze Linge eine starkere Anfirbbarkeit zeigen, als die euchro- 
matischen Enden partiell heterochromatischer Chromosomen (vgl. B. JapHa 1939; 
W. GottscHaLk 1954; G. Linnert 1955). 

Die heterochromatisehen Segmente kénnen auf ihrer ganzen Lange gleichen 
Durchmesser behalten und ohne Ubergang in das Euchromatin mit geringerem 
Durchmesser iibergehen oder der Durchmesser des Heterochromatins kann bei den 
Makrochromomeren an der Insertionsstelle beginnend kontinuierlich zum Euchro- 
matin abnehmen, wobei schlieBlich letzteres konstanten Durchmesser behilt. 


b) Beschreibung der Chromosomen 
Cyrtandroideae—Trichosporeae: Der Bau der Pachytinchromo- 
somen von Aeschynanthus tricolor. 

Die 16 Pachytiinchromosomenpaare von Aeschynanthus tricolor wur- 
den nach folgenden Gesichtspunkten geordnet und in eine bestimmte 
Reihenfolge gebracht. Verwendet wurden dabei gleichartige Strukturen, 
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die Heterochromatinmasse, die durch die Lage der Insertionsstellen 
gegebenen Langenverhiltnisse der Chromosomenschenkel und endlich 
die Chromosomengesamtlingen. Zwei total analysierte Kerne sowie 
weitere 29 Chromosomenpaare aus fiinf anderen Kernen bilden die Grund- 
lage fiir diese Gruppierung. Dabei stellte sich heraus, daB das unzu- 
verlassigste Merkmal eines Chromosomenpaares die Struktur der Uber- 
gangszone in das Euchromatin ist, welche besonders stark den Ver- 
zerrungen beim Anfertigen der Quetschpriparate unterworfen ist. Im 





Abb. 1. Aeschynanthus tricolor. Pachytin. n=16 


iibrigen besitzen die rein euchromatischen Enden der Chromosomen 
keine markierenden heterochromatischen End,,knobs“; die Insertions- 
stellen sind durchweg etwas tiber 1 4 lang. In simtlichen Chromosomen- 
paaren — am wenigsten noch in dem typischen Nukleolenchromosomen- 
paar Nr. 1 werden die jeweils vorhandenen Mengen von Heterochroma- 
tin durch die Insertionsstelle in gleiche Anteile auf beide Chromosomen- 
arme verteilt. Nach Heterochromatinmenge, Euchromatin sowie der 
Gesamtsymmetrie und Chromosomenlinge lassen sich die 16 Chromo- 
somenpaare in etwa 5 Gruppen einteilen (A, B, C, D, E). Uber simtliche 
Gruppen hinweg ist eine Differenz in der Gesamtsymmetrie festzustellen: 
Es gibt véllig symmetrische Chromosomen (X, XI), daneben total un- 
symmetrische wie Nr. I—IV. — Zur Einzelbesprechung ist es jedoch 
unerlaBlich, gréBere Gruppen in solche von wenigstens 2 Chromosomen- 
._paaren unterzugliedern. 
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In Tabelle 2 ist die Anzahl der genauer bearbeiteten Chromosomen- 
paare fir die einzelnen Formen aufgefiihrt, also der Umfang der empiri- 
schen Grundlage fiir unsere Ansichten von der Chromosomenstruktur. 


Gruppe A (I—IV). Das Chromosomenpaar Nr. I stellt als einziges des Genoms 
ein typisches Nukleolenchromosomenpaar dar. Es ist unsymmetrisch und besitzt 
einen kurzen, stark heterochromatischen Arm. Dieser l4Bt sich in 2 Chromomeren- 
gruppen, welche durch die Lage der etwa 0,5 u langen SAT-Stelle gegeben sind, ein- 
teilen: Den Trabanten, welcher mit 5 seiner 6 Makrochromomeren dem Nukleolus 
(Durchmesser etwa 7) ansitzt, sowie in das zwischen SAT- und Insertionsstelle 

(Lange etwa ly) liegende 

. aus 2 Makrochromomeren 

es ‘ee p88, sel gene oe bestehende Segment. Das 
der Insertionsstelle sich an- 




















n-Zahl a b schlieBende Heterochroma- 
tin des langen Chromo- 
Aeschynanthus tricolor . . 16 61 5 somenarmes laBt sich in 4 
Klugia notoniana ... . 10 30 6 und 3 Makrochromomeren 
Alloplectus vittatus 9 ir 2 untergliedern, worauf das 
Alloplectus capitatus . . . 9 : 1 Heterochromatin mit etwa 
poe ee} : FE “, . § Mikrochromomeren in das 
autilocalyx forgeitt. . . 9 1 1 i 
Columnea hirta..... 9 19 4 euchromatische Chromoso- 
Columnea gloriosa. . . . 9 15 8 menende iibergeht. Chro- 
Columnea schiedeana 9 ll 4 mosomenlange 43 u. 
Columnea glabra. . .. . 9 2 1 Chromosomenpaar Nr. II 
Naegelia zebrina . 12 26 4 zeigt groBe Ahnlichkeit mit 
Isoloma hirsutum . . 13 56 5 Nr. I, nur wird es nie am 
a prtum . -..-- 7 m ; Nukleolus ansitzend gefun- 
7 ee ee den und zeigt eine geringere 
ydaea lindeniana. ossine 13 1 1 Ge h “Gila 
Sinningia pusilla... . 13 10). 22 _ Gesamtheterochromasie, 
insbesondere des kurzen 
a = Anzahl Chromosomenpaare. Armes. Die Insertionsstelle 
b = davon Nukleolenchromosomenpaare. ist auf dem kursen Arm von 


3, auf dem langen von 
4 Makrochromomeren begrenzt, wahrend die restliche Lange des kurzen Armes 
von 5 Mikrochromomeren besetzt ist und das Heterochromatin des langen Armes 
mittels 6 Mikrochromomeren in das euchromatische Ende iibergeht. Chromoso- 
menlange 48 yu. 

Chromosomenpaar Nr. III und IV haben bei einer annahernd gleichen Gesamt- 
lange groBe Ahnlichkeiten in ihrer Gliederung, so da8 deren Identifikation sehr 
erschwert und nur bei Erkennbarkeit beider mit einiger Sicherheit méglich ist. 
Bei beiden ist ein Verhaltnis der langen Chromosomenarme wie 1:4, das ihrer 
Heterochromatinlingen ist mit 1:1 ebenfalls bei beiden gleich. Es sind lediglich 
Unterschiede in der Anzahl und Ausprégung der Chromomeren gegeben. So ist 
der kurze Arm von Nr. III mit 3 Mikrochromomeren und 3 besonders starken 
Makrochromomeren,. der lange Arm fortfahrend mit 4 Makrochromomeren und 
4 Mikrochromomeren belegt, wahrend fiir Nr. IV im kurzen Arm 4 Mikrochromo- 
meren, 4 Makrochromomeren gegeniiber 5 Makrochromomeren und einem Mikro- 
chromomer im langen Arm zutreffen. Beide Chromosomenpaare zeigen in ihren 
langen Armen etwa gleich lange euchromatische Enden. Chromosomenlangen 23 
und 24u. 

Gruppe B (V und VI). Beide Chromosomenpaare Nr. V und VI besitzen ein 
Zleiches Armlangenverhiltnis von 1:3. Ihre heterochromatischen Segmente sind 
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in beiden Armen gleich lang. Im Chromosomenpaar Nr. V sind die etwas starkeren 
Chromomeren des Heterochromatins gedrangter angeordnet als bei Nr. VI, wo die 
Chromomeren gréBeren Abstand und auch gleichmaBige GréBe haben. Der kurze 
Arm von Nr. V ist mit 7 Makrochromomeren und 5 Mikrochromomeren gegeniiber 
6 Makrochromomeren und 6 Mikrochromomeren in Nr. VI besetzt; die langen Arme 
sind bei Nr. V als auch bei Nr. VI mit 7 Makrochromomeren belegt, ohne eine bei 
anderen Chromosomen immer gegebene Ubergangszone in das euchromatische Ende 
des langen Armes zu besitzen. Chromosomenlangen 35 und 38. 

GruppeC (VII—X_). Chromosomenpaar Nr. VII ist am Ende des kurzen Armes 
mit 6 Mikrochromomeren belegt, worauf 4 Makrochromomeren bis zur Insertions- 
stelle folgen, welche auf dem langen Arm von 3 Makrochromomeren begrenzt ist. 
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Abb. 2. Aeschynanthus tricolor. Pachytéin. n=16. Schema 


Das Heterochromatin des langen Armes leitet mit 5 Mikrochromomeren in das 
euchromatische Chromosomenende iiber. Chromosomenlange 32u. 

Die 3 Chromosomenpaare Nr. VIII, IX und X sind in ihren heterochromatischen 
Abschnitten sehr ahnlich gebaut. So besitzen alle 3 Chromosomenpaare beiderseits 
der Insertionsstelle je zwei starke Makrochromomeren, denen auf dem langen Arm 
etwa 5—7, im kurzen Arm etwa 8—10 Mikrochromomeren folgen. Chromosomen- 
langen 38, 26 und 26u. 

Gruppe D (XI—XIV). Das Chromosomenpaar Nr. XI verfiigt wie die bisher 
besprochenen Chromosomen noch iiber starke Chromomerenstruktur im kurzen 
Arm. Ungefahr 10 Mikrochromomeren des kurzen Armes folgen 4 Makrochromo- 
meren bis zur Insertionsstelle, welche auf dem langen Arm durch 3 Makrochromo- 
meren begrenzt ist; danach leiten etwa 5 Mikrochromomeren in das euchromatische 
Ende iiber. Chromosomenlinge 34u. 

Mit dem Chromosomenpaar Nr. XII werden jene Chromosomen besprochen, 
welche véllig symmetrisch gebaut sind. Der kurze Arm ist, bei der Insertionsstelle 
beginnend, mit 2 und 3 Makrochromomeren sowie 1 Mikrochromomer belegt, wah- 
rend die Insertionsstelle auf dem langen Arm mit. 4 Makrochromomeren begrenzt 
20b 


Chromosoma. Bd. 8 
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ist, worauf dann 4 Mikrochromomeren iiberleitend folgen. Die Anordnung der Makro- 
chromomeren ist, von einem gréBeren Abstand im kurzen Arm abgesehen, sehr 
gedrangt. Chromosomenlinge 42u. 

Das viel kiirzere Chromosomenpaar Nr. XIII besitzt stirkere Makrochromo- 
meren und langere Ubergangszonen in die beiderseitigen euchromatischen Enden. 
Die Insertionsstelle ist durch je 5 Makrochromomeren begrenzt, denen sich im 
kurzen und langen Arm je 5 Mikrochromomeren anschlieBen. Chromosomen- 
lange 3lu. 

Chromosomenpaar Nr. XIV besitzt gegeniiber Nr. XIII bei gleich stark aus- 
gepragten Chromomeren eine etwas gesteigerte Heterochromasie. Der Insertions - 
stelle grenzen auf dem kurzen Arm 6 Makrochromomeren, auf dem langen 5 in 
gleichmaBigem Abstand an. Auf dem kurzen Arm finden sich‘nur 2 iiberleitende 
Mikrochromomeren, wahrend auf dem langen es deren 5 sind. Chromosomen- 
lange 46u. 

Gruppe H (XV und XVI). Im Vergleich zu Chromosomenpaar Nr. XIII und 
XIV besitzt Nr. XV weniger Heterochromatin. Nach 3 der Insertionsstelle an- 
grenzenden Makrochromomeren leiten 5 Mikrochromomeren in das euchromatische 
Ende des kurzen Armes iiber. Auf dem langen Arm finden sich dagegen 4 Makro- 
chromomeren und 3 Mikrochromomeren. Chromosomenlinge 78 yu. 

Als langstes Chromosomenpaar des Genoms besitzt Nr. XVJ einen von Nr. XV 
strukturmaBig verschiedenen Anteil. Alle Chromomeren sind in lockeren Abstainden 
angeordnet. Der kurze Arm verfiigt, an der Insertionsstelle beginnend, iiber 3 Makro- 
chromomeren, und 4 in das euchromatische Chromosomenende iiberleitende Mikro- 
chromomeren, wahrend im langen Arm zwischen 2 Makrochromomeren 1 Mikro- 
chromomer eingeschaltet ist. AnschlieBend leiten dann 4 weitere Mikrochromomeren 
in das euchromatische Chromosomenende iiber. Chromosomenlange 91. 


Der Pachytéinkern von Aeschynanthus lobbiana 

Kine umfassende Beschreibung der Pachytiinkerne von Aeschynan- 
thus lobbiana (2n=64) war nicht mdglich, da sich die Kerne, deren 
Volumen durchaus nicht gréBer ist als bei Aeschynanthus tricolor, nicht 
auseinanderquetschen lieBen. Die Mehrzahl der Chromosomenpaare 
zeigt beiderseits rein euchromatische Enden und mittelstaéndiges Hetero- 
chromatin mit medianer Insertionsstelle. Der Heterochromatingehalt 
ist in den einzelnen Chromosomenpaaren verschieden gro8; Ubergangs- 
zonen sind ebenfalls nicht tiberall vorhanden. In einem Fall konnte mit 
Sicherheit ein Chromosomenpaar ausgemacht werden, welches in seinem 
kurzen Arm total heterochromatisch endet. Am Nukleolus sitzen zwei 
typische Nukleolenchromosomenpaare in geringer Entfernung vonein- 
ander an. 


Cyrtandroideae - Klugieae: Die Pachytinchromosomen von Klugia 
notoniana. 

Es wurden 3 Pachytankerne total analysiert. Siamtliche 10 Chromo- 
somenpaare von Klugia notoniana sind tiberwiegend euchromatisch. In- 
folge der relativ starken Aufspiralisierung des Euchromatins ist dieses 
dunkler gefirbt und oft nur unter groBen Schwierigkeiten von dem 
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wenigen Heterochromatin zu unterscheiden, dessen kleine Chromomeren 
in engem Abstand liegen. Die heterochromatischen Segmente haben 
keinen groBeren Durchmesser als die euchromatischen. 


Das Chromosomenpaar Nr. I ist ein Nukleolenchromosom und sitzt mit einem 
Endchromomer, seinem einzigen Heterochromatin, immer am Nukleolus (6) an. 
Die SAT- und Insertionsstellen sind nicht sichtbar. Chromosomenlange etwa 9u. 

Auch das Chromosomenpaar Nr. II ist ein Nukleolenchromosom. Es besitzt im 
Gegensatz zu Nr. I ein 2—5 Chromomeren starkes heterochromatisches Segment 
und sitzt immer mit wenigstens einem Chromomer, dem Endchromomer, so dem 
Chromosomenpaar Nr. I benachbart am Nukleolus, da8 es im Pachytan schwer fallt, 
Nr. I und IInicht als ein Chromosomenpaar zu werten. Chromosomenlange etwa 14. 


Die Chromosomenpaare Nr. III ree 


und V besitzen mit je einem End- 
chromomer, der fast gleichen is 
Lange und der nie sichtbaren 7 ” 





Insertionsstelle einen fast glei- Z V7 —, 
chen Aufbau. Chromosomen- yw w| |7 —— 
langen etwa 10 und Iluz. Vo me 

Das Chromosomenpaar Nr.IV yy 
zeigt an einem Ende zwei in jg 
einem Abstand von etwa lu : 
liegende Chromomeren. Die In- pap See 





sertionsstelle ist nie sichtbar. 
Chromosomenlainge etwa 10u.. xX #| —— sstent 


Bei nicht sichtbarer Inser- 
tionsstelle und einem Endchro- ppb. 3. Kiugia notoniana. Pachytén. n =10. Scnema 
momer weist das Chromosomen- 
paar Nr. VI einen Nr.I, II und V 4hnlichen Bau auf. Es ist aber immer 
langer als diese. Chromosomenlinge etwa 17u. 

Chromosomenpaar Nr. VII ist wie die restlichen Chromosomen durch die mehr 
mittelstandige Lage und Starke des Heterochromatins gekennzeichnet. Durch je 
ein beiderseits der etwa 1. langen Insertionsstelle liegendes Chromomerenpaar wird 
das Chromosom symmetrisch gegliedert. Chromosomenlange etwa 17u. 

Die Insertionsstelle von Chromosomenpaar Nr. VIII teilt das etwa 7 Chromo- 
merenpaare starke Heterochromatin symmetrisch. Chromosomenlange etwa 15 pu. 

Das Chromosomenpaar Nr. IX ist Nr. VIII sehr ahnlich gebaut. Die Insertions- 
stelle teilt das etwa 10Chromomerenpaare starke Heterochromatin ebenfalls 
symmetrisch. Chromosomenlinge 20u. Das langste und in seiner Lange kontan- 
teste Chromosom des Genoms ist das Chromosomenpaar Nr. X. Es besitzt am 
Ende des ersten Drittels seiner Lange ein selten in Chromomeren zahlbares, ca. 
2 uw langes heterochromatisches Segment, welches manchmal ca. 6 Chromomeren 
erkennen 1a8t. Die Insertionsstelle liegt vermutlich im heterochromatischen Ab- 
schnitt. Chromosomenlinge ca. 38 yu. 

















Cyrtandroideae—Columneae—Columneinae: Die Pachytinchromo- 
somen von Nautilocalxy forgetit. 

Das Material reichte zwar fiir eine intensivere Untersuchung der 
9 Pachytiinchromosomenpaare nicht aus, doch konnte sichergestellt 
werden, daB die Chromosomen median bis submedian inseriert sind. Das 
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die Insertionsstelle eingrenzende Heterochromatin ist sehr stark aus- 
gepragt. Total heterochromatische Chromosomenenden konnten nicht 
festgestellt werden. Eine genaue Analyse erlaubte das dem Nukleolus 
ansitzende Chromosomenpaar. 


Das Chromosomenpaar Nr. I ist das Nukleolenchromosom mit entsprechend 
typischem Bau. Der 10 Makrochromomeren bzw. 5,5u. lange Trabant sitzt so am 
Nukleolus (Durchmesser 412), daB die etwas iiber lu lange SAT-Stelle nicht mehr 
mit dem Nukleolus in Beriihrung steht. Der Trabant ist also bedeutend langer 

als der Durchmesser des Nukleolus. 














Nez Zwischen SAT- und der etwa ly 
a7 | langen Insertionsstelle ist das Hete-. 
SAT 0. rochromatin etwa 7 Makrochromo- 
pene nae meren stark; auf dem langen Arm, 

Abb. 4. Nautilocalyz forgetii. Pachytan. der Insertionsstelle anschlieBend, 
n=9. Schema nur 6 Makrochromomeren machtig. 


Die Hauptmasse des langen Armes 
ist sehr euchromatisch. SAT- und Insertionsstelle teilen das Heterochromatin in 
etwa 3 gleich iange Segmente ein. Chromosomenlange 37. 


Die Pachytiinchromosomen von Alloplectus vittatus 

Die aus einem Kern stammenden 9 Chromosomenpaare zeigen Lan- 
gen zwischen 29 und 45y. AuBer dem Nukleolenchromosomenpaar 
besitzen diese mittelstandiges verschieden stark ausgepragtes Hetero- 
chromatin, in welchem die durchweg etwa ly lange Insertionsstelle 
sichtbar ist. Einige Chromosomenpaare zeigen an der Insertionsstelle 
blockartig verstarkte Chromomerenpaare. Durch die Anzahl, Starke und 
Verteilung der Chromomerenpaare des heterochromatischen Segments 
sind bei allen Chromosomen des Genoms geniigend Anhaltspunkte fiir 
deren Identifikation gegeben. Die auBer bei Nr.I iiberall gegebenen 
euchromatischen Chromosomenenden sind héher spiralisiert als z.B. die 
rein euchromatischen Enden von Aeschynanthus tricolor und besitzen 
gegentiber dem angrenzenden heterochromatischen Segmenten einen fast 
gleichen Chromosomen-Durchmesser. Da die euchromatischen Enden 
von Alloplectus starke Farbspeicherung mit deutlichen Chromomeren 
zeigen und sich daher nur sehr unscharf von den heterochromatischen 
Mittelsegmenten abheben, ist ihnen unbedingt die Charakteristik 
, gemischt-eu-heterochromatischer*‘ Chromosomensegmente zuzuerteilen. 
Als typisches Nukleolenchromosomenpaar sitzt Nr. 1 mit einem groBen 
Endchromomer am Nukleolus (Durchmesser 7.) an. Zwischen Endchro- 
momer und Insertionsstelle liegen bei ersteren beginnend 2 Mikrochro- 
momeren. Darauf folgt die SAT-Stelle, welche durch zwei starke Makro- 
chromomeren von der Insertionsstelle getrennt wird. Auf der anderen 
Seite der Insertionsstelle liegen 1 Makrochromomer und 4 Mikrochromo- 
meren, woran sich das mit Heterochromatin durchsetzte Euchromatin 
anschlieBt. Die Insertionsstelle teilt das Chromosom im Verhiiltnis 1:5, 
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das 4 Makrochromomeren und 2 Mikrochromomeren starke Heterochro- 
matin im Verhialtnis 1:1. Chromosomenlange 29u. 

In bezug auf die Insertionsstelle ist Chromosomenpaar Nr. II beinahe sym- 
metrisch, in bezug auf das etwa 14 Makrochromomeren starke Heterochromatin 
schwach asymmetrisch gebaut. Chromosomenlange 43. 

Im kirzeren Arm von Chromosomenpaar Nr. III ist das Heterochromatin etwa 
6 Makrochromomeren stark. Auf der Seite des langeren Armes beginnt das Hetero- 
chromatin mit einem 2—3 Makrochromomeren starken Block, dem 3 Makrochromo- 
meren folgen. Chromosomenlange 32u. 





Abb. 5. Alloplectus vittatus. Pachytén. n=9 


Gegeniiber 8 Makrochromomeren im kurzen, ist das Heterochromatin im langen 
Arm von Chromosomenpaar Nr. IV 5 Makrochromomeren stark. Chromosomen- 
linge 46u. 

Durch die Lage der Insertionsstelle und des 7—8 Makrochromomeren machtigen 
Heterochromatins weist das Chromosomenpaar Nr. V einen asymmetrischen Bau 
auf. Chromosomenlange 32. 

Das Chromosomenpaar Nr. VI wird durch die Insertionsstelle im Verhiltnis 1:2, 
das Heterochromatin 1:3 (etwa 6 und 18 Makrochromomeren stark) gegliedert. 
Chromosomenlange 31. 

Ebenfalls stark asymmetrisch ist das Chromosomenpaar Nr. VII gebaut. Die 
Insertionsstelle liegt sowohl in bezug auf das Gesamtchromosom als auch auf das 
Heterochromatin im ersten Drittel. Den 7 Makrochromomeren des kurzen Armes 
stehen — beginnend mit einem etwa 2 Makrochromomeren dicken Block — etwa 
11 Makrochromomeren des langen Armes gegeniiber. Chromosomenlange 34u.. 

Gekennzeichnet ist das Chromosomenpaar Nr. VIII durch die Insertionsstelle, 
welche das Chromosom im Verhiltnis 1:2, das aus etwa 8 Mikrochromomeren und 
einem 2 Makrochromomeren machtigen knob bestehende Heterochromatin im Ver- 
haltnis 1:5 aufteilt. An der Insertionsstelle beginnend liegen auf dem kurzen Arm 


‘ein Block und ein Makrochromomer; die restlichen 7 Makrochromomeren liegen 


auf dem langen Arm. Chromosomenlange 39x. 
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In seiner fast median liegenden Insertionsstelle besitzt das Chromosomenpaar 
Nr. IX ein kleines Chromomerenpaar, médglicherweise Centromere. Auf dem 
kiirzeren Chromosomenarm liegen an der Insertionsstelle 2 gréBere Makrochromo- 
meren, auf dem langeren in verschiedenen Absténden etwa 7 Makrochromomeren. 
Chromosomenlange 31. 
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Abb. 6. Alloplectus vitiatus. Pachytin. n=9. Schema 


Die Pachytinchromosomen von Alloplectus capitatus 

Samtliche 9 Pachytiénchromosomenpaare von Alloplectus sanlinine 
sind durch enorme Lingen ausgezeichnet; sie sind gegentiber Alloplectus 
vittatus etwa 1,5—2mal so lang. Ihre Heterochromasie ist ebenfalls 
besonders stark ausgeprigt. In den mehr oder weniger mittelstandigen 
und sehr langen heterochromatischen Segmentun liegt die deutlich er- 
kennbare Insertionsstelle, welche bei wenigstens 3 Chromosomenpaaren 
durch blockartige Heterochromatinmassen begrenzt ist. Die starke 
Heterochromasie diirfte an den Verklebungen schuld sein, welche sich 
vielfach an Uberlagerungsstellen von Chromosomenpaaren finden. 
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Abb. 7. Alloplectus capitatus. Pachytin. n =9. Schema 


Das Chromosomenpaar Nr. I besitzt wie die iibrigen Chromosomen des Genoms 
dieser Art denselben Bautyp wie er bei Alloplectus vittatus verwirklicht ist. Es sitzt 
mit einem etwa ly langen und 3 Makrochromomeren starken Trabanten am 
Nukleolus (Durchmesser etwa 7,6) an. Es folgen bis zur Insertionsstelle, welche 
auf 1/, der Chromosomenlange liegt, 3—4 Makrochromomeren und etwa 9 Mikro- 
chromomeren. Auf dem langen Arm ist die etwa ly lange Insertionsstelle 
durch etwa 12 Mikrochromomeren begrenzt. In das nun folgende, mit Hetero- 
chromatin durchsetzte Euchromatin ist auf dem letzten Viertel etwas starker 
(etwa 5 Mikrochromomeren) Heterochromatin eingelagert, woran sich dann das 
euchromatische Ende anschlieBt. Chromosomenlange 52u.. 
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Der Bau der Pachytéinchromosomen von Columnea hirta, C. gloriosa, 
C. schiedeana, C. glabra, C. kewensis und C. microphylla. 

Fir Columnea hirta, gloriosa und schiedeana liegen totale Pachytin- 
analysen, fiir C. glabra Teilbeobachtungen und fiir C. microphylla nur . 
Beobachtungen ohne graphische Unterlagen vor. Alle Arten werden 
in ihren einzelnen 9 Chromosomenpaaren parallel besprochen, so daB 





Abb. 8. Columnea hirta. Pachytéin. n=9 


damit ein sofortiger Vergleich ihrer Merkmale gegeben ist. Das Hetero- 
chromatin zeigt auBer den Blocks durchweg eine Gliederung in deutliche 
Chromomeren verschiedener GréBe und sich andernder Chromomeren- 
abstiinde. Demgegeniiber ist die Anzahl der Chromomeren im Euchro- 
matin infolge der undeutlichen Ausprigung nicht genau festzulegen. Zu- 
weilen sind in die rein euchromatischen Chromosomenenden deutlich 
sichtbare heterochromatische Chromomerenpaare an bestimmten Stellen 
eingelagert, womit eine zusitzliche Markierung der Chromosomenpaare 
gegeben ist. 

Als Ausgangsbasis dient der Kern von Columnea hirta. Seine Chromo- 
somenpaare sind in der Abb. 9 nach den Gesichtspunkten von Chromo- 
somenlinge und Heterochromatinmasse geordnet, wobei das langste 
Chromosomenpaar mit der gréBten Heterochromatinmasse am Anfang 
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steht. Entsprechend wurden die Chromosomenpaare der anderen Arten 
geordnet. Allen angefiihrten Columnea-Arten sind ein typisches und ein 
atypisches Nukleolenchromosomenpaar, Nr. II und VI, gemeinsam. Das 
atypische Nukleolenchromosomenpaar sitzt stets am Nukleolus an, 
‘wihrend das typische sich oft frei im Kernraum vorfindet und dann 
zuweilen — nicht immer — kleinere Nukleolen ansitzend aufweist. Stets 
weisen die Chromosomen bei bevorzugt mittelstandigem Heterochro- 
matin ihren gro6Bten Durchmesser beiderseits der Insertionsstellen auf. 
Gegen das Euchromatin findet eine Abnahme der Chromomerenstirke 
und somit des Chromosomen-Durchmessers statt, so daB sich die letzten 
heterochromatischen Chromemeren vielfach in ihrem Durchmesser und 
ihrer Anfarbbarkeit wenig von den euchromatischen Segment ab- 
heben. Mit der Abnahme der Chromomerenstirke geht haufig eine Zu- 
nahme des Chromomerenbestandes parallel. Schwach gequetschte Kerne 
zeigen deutlich, daB die euchromatischen Segmente ihren dem Hetero- 
chromatin gegeniiber geringeren Durchmesser konstant tiber ihre ganze 
Linge hinweg beibehalten. : 

Das Chromosomenpaar Nr. I ist bei allen Arten das langste. Es ist insbesondere 
bei Columnea hirta durch eine sehr starke Heterochromasie ausgezeichnet. Bei den 
3 Arten ist die Insertionsstelle im kurzen Arm durch je 12, 9 und 5, im langen 
Arm durch 13, etwa 8 und 4 Makrochromomeren begrenzt. Das Chromosomenende 
des kurzen Armes ist mit 16, 11 und 5 Mikrochromomeren belegt, wahrend im langen 
Arm 21, etwa 8 und 8 Mikrochromomeren in die euchromatischen Enden iiber- 
leiten. Bei C. gloriosa befindet sich an der Insertionsstelle auf dem kurzen Arm an 
Stelle normaler Chromomeren ein Heterochromatinblock. C. hirta und C. gloriosa 
besitzen je ein heterochromatisches, C. hirta zusitzlich noch zwischen Ende und 
Ubergangszone etwa drei locker zerstreute Chromomerenpaare. Wahrend das 
Chromosomenende des kurzen Armes bei C. hirta total mit Mikrochromomeren be- 
setzt ist, zeigt es bei C. gloriosa und starker bei C. schiedeana einen total euchro- 
matischen Endanteil. Die Laingen der Insertionsstellen betragen 4, 1 und lu. 
Chromosomenlangen 94, 56, 75u. 

Bei allen Arten stellt Nr. II ein typisches Nukleolenchromosomempaar dar, 
welches nicht unbedingt am Nukleolus ansitzt, sondern auch frei im Kernraum 
vorzufinden ist und dann sekundar mit kleineren Nukleolen behaftet sein kann. 
Bei allen Arten ist dessen kurzer Chromosomenarm total und in verstarkter Aus- 
pragung heterochromatisch, wobei dessen Ende, welchem der Nukleolus ansitzt, 
zu einem Block von der Masse 3—4 Makrochromomeren ausgepragt ist; nur bei 
C. schiedeana besteht dieses Chromosomenende aus normal starken Chromomeren. 
Den langsten kurzen Chromosomenarm mit besonders stark eingelagertem Hetero- 
chromatin besitzt C.hirta. Dessen Anzahl Makrochromomeren betragen bei den 
4 Arten 20, 18, 13 und 13. Durch die Lage der SAT-Stelle in den kurzen Armen 
der Chromosomenpaare Nr. II werden diese in zwei weitere vergleichbare Abschnitte 
unterteilt; den endstandigen Trabanten und das zwisck a SAT- und Insertions- 
stelle liegende Zwischenstiick. Alle Trabanten sind an ihrem Ende auBer bei 
C. schiedeana durch einen 3—4Chromomeren starken Block markiert. Daran 
schlieBt sich bei C. gloriosa einwarts ein kleines, vom Block deutlich abgesetztes 
Chromomerenpaar an, worauf dann im selben Abstande bis zur SAT-Stelle zwei 
eng aneinandergelagerte groBe Chromomerenpaare folgen. Bei C. hirta folgen auf 
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diesen Block, deutlich voneinander und unter sich abgesetzt, zwei schwacher ge- 
farbte Querzonen, an welche sich bis zur SAT-Stelle 2 Paare eng aufgeriickter 
Makrochromomeren anschlieBen. Demgegeniiber besteht der Trabant bei C. schie- 
deana an seinem Ende aus einer Gruppe von 4 Makrochromomeren, auf welche bis 
zur SAT-Stelle, abgesetzt von ersterer, eine Gruppe von 2 Makrochromomeren folgt. 
Denselben Trabantenbau wie C. gloriosa zeigt C. glabra, mit dem Unterschied, daB 
das dem Block folgende Chromomerenpaar normal stark ausgepragt ist. Die Anzahl 
Chromomerenpaare des Segmentes zwischen SAT- und Insertionsstelle belauft sich 
bei C. hirta, C. gloriosa, C. schiedeana und C. glabra auf 13, etwa 10, 7 und 5—7. Bei 
C. hirta und C. gloriosa ist als Besonderheit noch eine besonders starke Auspragung 
der beiden die Insertionsstelle einrahmenden Makrochromomeren gegeben. Auf die 
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Abb. 9. Columnea hirta. Pachytén. n=9. Schema 


durchweg etwa ly langen Insertionsstellen folgen im langen Arm 19, 13 (+ 3), 23 
und 23 Makrochromomeren. Bei C. hirta sind im zweitletzten Drittel dieses eu- 
chromatischen Endes noch 2 immer gut sichtbare Makrochromomeren eingelagert. 
Chromosomenlangen 49, 47, 45 und 54u. 

Der kurze Chromosomenarm samtlicher Arten von Nr. III zeigt eine sehr starke 
Heterochromasie; ein rein euchromatisches Endsegment ist in keiner Art gegeben. 
Die starkeren Chromomerenpaare liegen auch hier der etwa 1p langen Insertions- 
stelle benachbart, so daB sich eine Besetzung des kurzen Armes mit 10,.4 und 7 Ma- 
krochromomeren sowie 20, 15 und 8 Mikrochromomeren ergibt. Die Langen der 
kurzen Arme sind wie die Gesamtlingen der Chromosomenpaare sehr verschieden. 
Die Anzah] Makrochromomeren der langen Arme betragt 13, 9 und 2, wahrend die 
der Mikrochromomeren sich auf 4, 10 und 14 belauft. Bei C. hirta sind 2, bei 
C. gloriosa 1 Endchromomerenpaar gegeben. Chromosomenlangen 51, 37 und 39z. 

Die Chromosomenpaare Nr. IV zeigen Nr. III sehr genaherte Langenwerte. 
Demgegeniiber sind die Art und Starke der Heterochromatinverteilung bei den 
einzelnen Arten sehr verschieden. Im kurzen Arm sind 10, 4 und 7 Makrochromo- 
meren sowie 20, 15 und 8 Mikrochromomerenpaare eingelagert. Die Besetzung des 
langen Armes weist 21, 11 und 10 Makrochromomeren auf, wobei C. schiedeana noch 
etwa 3 Mikrochromomeren besitzt, bevor das Heterochromatin in das euchromati- 
sche Ende iibergeht, welches bei C.gloriosa mit einem Endchromomerenpaar 
markiert ist. Eine zusatzliche Markierung besitzt C. hirta mittels eines sehr starken 
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Blocks, welcher der Insertionsstelle auf dem langen Arm anliegt. Langen der In- 
sertionsstellen 2,6, 1,0 und 1,0u. Chromosomenlangen 50, 38 und 34u. 

Auch die Chromosomenpaare Nr. V sind bei den einzelnen Arten verschieden 
gebaut. Wahrend C. hirta im kurzen Chromosomenarm ein rein euchromatisches 
Endsegment wie C. schiedeana besitzt, liegt bei C. gloriosa der Bautyp einer Uber- 
gangszone vor. In den kurzen Armen der drei Arten sind 20, 12 und 2 Makrockromo- 
meren sowie 5, 7 und 5 Mikrochromomeren eingelagert. Die langen Chromosomen- 
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Abb. 10. Columnea gloriosa. Pachytin. n=9. Schema 
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Abb. 11. Col hied Pachytén. n=9. Schema 





arme mit den 2, 8, 1,0 und 1,0u langen Insertionsstellen sind anschlieBend mit 
15, 9 und 2 Makrochromomeren belegt und gehen mit 3, 0 und 16 Mikrochromo- 
meren in das rein euchromatische Chromosomenende iiber, welches bei C. hirta ein 
Endchromomerenpaar besitzt. Chromosomenlangen 75, 48 und 36u. 

Das atypische Nukleolenchr Nr. VI zeigt bei allen Arten einen 





ziemlich iibereinstimmenden Grundbauplan. Es sitzt stets mit einem Endchromo- 
merenpaar am Nukleolus an. Das konzentriert angehiufte Heterochromatin an der 
Insertionsstelle des kurzen Armes zeigt eine starke Verklebungstendenz, so daB eine 
Zahlung der Chromomerenpaare sehr erschwert ist. Zwischen diesem 18, 10 und 
6 Makrochromomeren starken Heterochromatin und dem Endchromomer sind bei 
C. gloriosa iiber das bei allen Arten eingeschaltete euchromatische Segment etwa 
3 Mikrochromomeren gleichmaBig, bei C. schiedeana 3 Mikrochromomeren dem 
Heterochromatin eng genihert, eingestreut. Der durchweg etwa 1 langen Inser- 
tionsstelle folgen auf dem langen Chromosomenarm 12, 11 und 5 Makrochromomeren, 








DORIS vin tht SESE 





A Thi 





Cytologische Untersuchungen an Gesneriaceen. I 301 


worauf 4, 3 und 0 Mikrochromomeren in das euchromatische Ende iiberleiten, in 
welches bei C.hirta in bestimmten ungleichen Abstinden etwa 6 Mikrochromo- 
meren eingelagert sind. Chromosomenlangen 68, 38 und 53u. 

In sémtlichen 3 Arten verfiigen die Chromosomenpaare Nr. VII iiber beider- 
seitige euchromatische Endabschnitte. Mit gleicher Konsequenz ist auch der véilige 
symmetrische Chromosomenbau durchgefihrt, wobei sich wieder die gréBte Chro- 
matinmenge bei C. hirta findet. Die Heterochromatinbeladung der kurzen Arme 
betragt 9, 10 und 9 Makrochromomeren, denen bei C. hirta locker und gleichmaBig 
verteilt 8, bei C. gloriosa schwach ausgepragt 6 und bei C. schiedeana 8 normal starke 
Mikrochromomeren gegen die euchromatischen Endsegmente hin folgen. Den 4, 5, 
1,5 und 1,0u langen Insertionsstellen sind auf den langen Armen 12, 12 und 14 Ma- 
krochromomeren eingelagert. C. hirta besitzt im euchromatischen Endsegment ein 
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Abb. 12. Columnea glabra. Pachytén. n=9. Schema 


Endchromomerenpaar, sowie einwarts 2 weitere kleine Chromomerenpaare. Bei 
C. gloriosa sind die der Insertionsstelle anliegenden Chromomerenpaare zu kleinen 
Blocks verschmolzen. Chromosomenlangen 79, 53 und 57p. 

Bei geringerer Chromosomenlange besitzen alle 3 Arten von Chromosomenpaar 
Nr. VIII gleiche Armlangen mit euchromatischen Endabschnitten. Bei C. schie- 
deana sind die Chromomeren des Heterochromatins schwacher ausgepraigt. Die 
kurzen Arme weisen 11, 6 und 5 Makrochromomeren auf, denen 7, 3 und 4 Makro- 
chromomeren als Ubergangszone in die euchromatischen Endabschnitte folgen. 

Den 5,0, 1,0 und 1,0 langen Insertionsstellen folgen auf den langen Armen 
6, 7 und 9 Makrochromomeren, welche mit 13, 6 und 4 Mikrochromomeren in die 
euchromatischen Endabschnitte iibergehen. Chromosomenlangen 59, 37 und 36u. 

Auf den kurzen Armen von Nr. IX findet sich eine Heterochromatinbeladung 
von 5, 4 und 3 Makrochromomeren sowie 3, 8, 0 und 3 in die euchromatischen End- 
segmente iiberleitenden Mikrochromomeren verschieden starker Auspragung. Dem- 
gegeniiber schlieBen sich den 1,8, 2,0, 1,0 und 1,0u langen Insertionsstellen 9, 9, 
7 und 7 Makrochromomeren an, denen 9, 7, 0 und (3) Mikrochromomeren als Uber- 
gangszonen in die euchromatischen Endabschnitte folgen. C. gloriosa besitzt in der 
Insertionsstelle 2 schwach gefirbte durchgehende Querzonen und _ beiderseits 
der Insertionsstelle je einen linglichen sehr starken Block. Chromosomenlingen 
35, 30, 20 und 25u. 


Gesnerioideae—Gloxinieae: Die Chromosomenstruktur im Pachytin 
der Gatitung Achimenes (Beispiel: Achimenes longijlora). 

Die mannlichen Gonotokonten saémtlicher untersuchter Achimenes- 
Arten (n= 11) zeichnen sich durch eine kontrastarme unbefriedigende 
Farbung aus. Das in schwachen Chromomeren vorliegende Hetero- 
chromatin findet sich besonders beiderseits der Insertionsstellen. Diese 
wiederum finden sich median und submedian in den in etwa 2 GréBen- 
klassen vorliegenden 11 Chromosomenpaaren. Das Trabantenchromosom 

Chromosoma. Bd. 8 21 
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(Durchmesser des Nukleolus etwa 5y) ist seiner Struktur nach ein 
typisches Nukleolenchromosomenpaar. Sein kurzer Arm ist tiberwiegend 
heterochromatisch, wobei der.in Chromomeren gegliederte sehr lange 
Trabant vielfach vom Nukleolus absteht. Dieses Chromosomenpaar 
gehoért mit einer Lange von 30u zu der laingeren Chromosomenklasse. 
Eigenartiger Weise zeigt das Euchromatin von Achimenes einen ahnlich 
hohen Spiralisationsgrad wie bei Klugia notoniana; das stumpfe Grau des 
‘Euchromatins dieser beiden Gattungen steht in besonders starkem Kon- 
trast zu dem hell und klar gefarbten, weitgehend entspiralisierten 
Euchromatin der langen Chromosomenenden von Aeschynanthus tricolor. 


Der Bau der Pachytinchromosomenpaare von Naegelia zebrina 
Samtliche 12 Chromosomenpaare sind median bis submedian (aus- 
genommen Nr. I) inseriert. Es lassen sich im wesentlichen 3 GréBen- 
klassen von Chromo- 
. somen  unterscheiden: 
aed a) kurze Chromosomen- 
| {SAT | ~ |e zs Paare Nr. II, III und 
IV mit den Langen 15, 
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va 3 Langen 27, 24, 30, 31, 
a 3 30 und 3lp, und c) die 
xX 4 langen Chromosomen- 
paare Nr. X, XI und 
xrst XII mit den Langen 43, 
45 und 5ly. Das Chro- 
Abb. 13. Naegelia zebrina. Pachytin. n-=12. Schema mosomenpaar Nr. I der 
Abb. 13 wurde aus einem 
anderen Kern entnommen. Es liegen grundsitzlich nur sehr kleine 
Chromomeren vor, welche in den heterochromatischen Segmenten 
zu verschieden groBen Gruppen blockartig zusammengefaBt sind; 
diese einzelnen Gruppen wiederum sind durch verschieden groBe 
Zwischenréume voneinander getrennt, welche manchmal das Auf- 
finden der im heterochromatischen Segment eingebetteten Inser- 
tionsstelle sehr erschweren bzw. unmdglich machen. In den Uber- 
gangszonen von Hetero- zum Euchromatin hin sind diese Chromomeren- 
gruppen aufgelockert. Vielfach finden sich in den euchromatischen Enden 
auch noch solche Chromomeren mehr oder weniger diffus eingestreut. 
Es kommen aber auch rein euchromatische Chromosomenenden z. B. bei 
Nr. IV, V, VI und VII gut sichtbar vor. Die Chromosomen haben in 
den eu- und heterochromatischen Segmenten gleichen Durchmesser. 
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Gesnerioideae—Kohlerieae: Die Gliederung der Pachytiinchromosomen- 
paare von Isoloma hirsutum 

Im Pachytinstadium von Isoloma hirsutum sind zwei Besonderheiten, 
welche nicht alle 13 Chromosomenpaare betreffen, zu erkennen: a) 5 Paare 
(Nr. VI, VII, VIII, [X und X) besitzen an je einem Ende einen nicht in 
Chromomeren auflésbaren knob. Vielfach ist in diesen knobs der Re- 
duktionsspalt zu erkennen. b) Starke Anfarbarkeit euchromatischer 
Chromosomenenden mit oft ahnlich machtiger Ausprigung wie die des 
Heterochromatins findet sich durchweg in der Region zwischen end- 
stindigem knob und mittelstindigem Heterochromatin, aber auch in 
den meisten anderen Chromosomenpaaren, und dort in den kurzen Armen 
von Nr. II, III, IV und V. AuBerdem findet sich diese abnormal starke 
Anfarbbarkeit und kraftige Auspragung des Euchromatins auf beiden 
Armen des Chromosomenpaares Nr. XI. Bei diesen Chromosomenpaaren 
ist somit eine genaue Abgrenzung des Heterochromatins vom Euchro- 
matin nicht mdglich. Lediglich die Chromosomenpaare Nr. XII und 
XIII zeigen bei beiderseitigen rein euchromatischen Enden und mittel- 
stindigem Heterochromatin eine scharfe Grenze zwischen den beiden 
Chromatinen. Die langen Arme von Nr. II, III, IV und VI sind eben- 
falls rein euchromatisch, abgesehen von einem kleinen heterochromati- 
schen Endchromomerenpaar bei Nr. III und zwei ebenso heterochro- 
matischen Chromomerenpaaren, subterminal liegend, bei Nr. VI. In 
diesen euchromatischen Segmenten lassen sich die Chromomeren nicht 
genau feststellen. 

Das Chromosomenpaar Nr. I besitzt als typisches Nukleolenchromosomenpaar 
einen meist aus zwei heterochromatischen Blécken bestehenden Trabanten. Zwi- 
schen der auBerhalb des Nukleolus (Durchmesser 5.) liegenden SAT-Stelle und der 
etwa ly langen Insertionsstelle liegt ein langes aus etwa 22 kleineren Chromo- 
merenpaaren bestehendes heterochromatisches Zwischenstiick. Der kurze Arm laBt 
im euchromatischen Ende etwa 10 kleine Chromomerenpaare gegeniiber 5 hetero- 
chromatischen Chromomerenpaaren an der Insertionsstelle erkennen, wobei der 
Ubergang vom Hetero- zum Euchromatin durch Abnahme der Chromosomendicke 
gegen das Euchromatin hin gekennzeichnet ist. Chromosomenlinge 25u. 

Die etwa ly lange Insertionsstelle von Nr. IJ teilt das Heterochromatin in 
zwei gleich groBe, je etwa 10 Chromomerenpaare miachtige heterochromatische An- 
teile, welche nur auf dem langen Arm mit dem euchromatischen Chromosomenende 
fortgesetzt werden. Chromosomenlange 27. 

Das Chromosomenpaar Nr. III 1aBt die Insertionsstelle nicht genau erkennen. 
Am einen Ende liegt an viertletzter Stelle, auf drei normal groBe Chromomerenpaare 
folgend, ein auffallend stark ausgeprigtes Chromomerenpaar; daran schlieBt sich 
eine stark achromatische Stelle an, welcher etwa 23 Chromomerenpaare folgen. 
Chromosomenlinge 36u. 

Eine sehr ausgeprigte Chromomerenstruktur im Heterochromatin weist 
Chromosomenpaar Nr. IV auf, wihrend im euchromatischen Anteil die Chromomeren 
ein sehr verwischtes Bild zeigen. Der kurze heterochromatische Arm ist relativ 
eng mit etwa 18 Chromomerenpaaren besetzt und wird nach Unterbrechung durch 
die etwa 2,5u lange Insertionsstelle durch ein etwa 11 Chromomerenpaare miachtiges 
2la 
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heterochromatisches Segment fortgesetzt. Daran schlieBt sich ein rein euchro- 
matisches Ende an. Chromosomenlainge 42. 

Das Chromosomenpaar Nr. V zeigt durchweg gréBeren Chromomerenabstand als 
Nr. IV. Der kurze heterochromatische Arm ist von etwa 11 Chromomerenpaaren 
besetzt, wobei die 3 letzteren der etwa 1,8y langen Insertionsstelle zugewandten 
etwas starker ausgepragt sind. An der Insertionsstelle des langen Armes finden sich 
4 locker angeordnete besonders starke Chromomerenpaare. Der restliche Anteil 
des langen Armes zeigt iiber seine ganze Lange den Charakter eines gemischten 
Eu-heterochromatins. Es lassen 
sich auf diesem Abschnitt etwa 
29 Chromomerenpaare zahlen. 
Chromosomenlange 50x. 


Das wie Nr. IV hinsichtlich 
der durchschnittlichen Lange 
zu den beiden langsten zihlende 
Chromosomenpaar Nr. VI hat 
einen eigenen unverkennbaren 
Aufbau. Das Ende des kurzen 
Armes ist durch ein machtiges 
heterochromatisches zu einem 
End-knob angewachsenen End- 
chromomerenpaar deutlichmar- 
kiert. Die Chromomerenbe- 
setzung des kurzen Armes ist 
bei starkeren Chromomeren in 
der Region der Insertionsstelle 
enger als weiter distalwarts. 
Auf dem langen Arm ist die 
Insertionsstelle durch 3 Chro- 
momerenpaare begrenzt, der 
das sehr lange euchromatische 

‘Ende folgt. In letzterem sind etwa 10 vor dem Chromosomenende 2 Chromo- 
merenpaare eingelagert. Chromosomenlange 60u. 

Im kurzen Chromosomenarm von Nr. VII liegen etwa 17 Chromomerenpaare, 
wobei 2 der Insertionsstelle benachbarte besonders stark und entsprechend dem 
einen Paar auf dem langen Arm ausgebildet sind. In der Nahe des Endknobs liegen 
ebenfalls 3 besonders kraftige Chromomerenpaare. Die Gesamtzahl der Chromo- 
merenpaare des langen Armes betraigt etwa 25. Chromosomenlange etwa 42u. 

Der Endknob am kurzen Arm des Chromosomenpaars Nr. VIII ist nicht so 
stark ausgepragt wie jene der andern Chromosomen. Etwa 14 mittelstarke Chromo- 
merenpaare liegen auf dem Arm mit dem knob, wahrend den etwa 5 Chromomeren- 
paaren an der Insertionsstelle des anderen Armes etwa 9 Chromomerenpaare 
schwachster Ausprigung folgen. Chromosomenlange 27 u. 

Das Chromosomenpaar Nr. IX zahlt mit Nr. X zu den beiden kiirzesten des 
Genoms. Beide besitzen je einen Endknob, Nr: [IX am kurzen, Nr. X am langen 
Arm, und durchweg iiber die ganzen Chromosomen hinweg zéhlbare Chromomeren. 
Die Chromomerenbesetzung von Nr. IX ist bei in der Nahe der Insertionsstelle 
verstarkten Chromomeren insgesamt viel lockerer als bei Nr. X, so daB die Gesamt- 
chromomerenzahl bei Nr. IX, 18, bei Nr. X, 23 betragt. Chromosomenlange 18y. 

Das Chromosomenpaar Nr. XI besitzt wie kein anderes iiber die gesamte Lange 
hinweg mit etwas starkerer Bevorzugung der Insertionsstellenregion, einheitlich 
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Abb. 14. Isoloma hirsutum. Pachytén. n =13 
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starke Chromomerenbesetzung. Die Gesamtchromomerenzahl betragt 27. Chromo- 
somenlange 22... 

Sowohl Chromosomenpaar Nr. XII als auch Nr. XIII besitzen bei mittel- 
standigem Heterochromatin euchromatische Enden mit zu Zahlzwecken unver- 
wertbaren Chromomeren. Der kurze Arm von Nr. XIII ist mit etwa 11 Chromo- 
merenpaaren gegeniiber 14 auf dem langen Arm besetzt. Demgegeniiber ist die 
Heterochromatinmasse von Nr. XII mit insgesamt 14 Chromomerenpaaren viel 
geringer. Chromosomenlangen 32 und 36u. 
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Abb. 15. Isoloma hirsutum. Pachytén. n=13. Schema 


Der Bau der Pachytinchromosomen von Isoloma pictum 

Das Heterochromatin der 13 Chromosomenpaare liegt in verschieden 
starken Chromomeren vor; deren stirkste Auspragung findet sich beider- 
seits der Insertionsstellen. Wenn im Verhiltnis zum Gesamtchromatin 
sehr wenig Heterochromatin vorhanden ist (Nr. X und XI), dann hebt 
sich das weniger miachtige Euchromatin ohne Ubergangszone vom Hetero- 
chromatin scharf ab. GréBere heterochromatische Segmente gehen mit- 
tels einer Ubergangszone aus kleinen heterochromatischen Chromomeren 
in das Euchromatin iiber. Liegen einzelne gréBere heterochromatische 
Chromomeren im Euchromatin, dann findet sich keine Ubergangszone. 
Endstiindiges Euchromatin zeigt kleinere und undeutlichere Chromo- 
meren. Solches, das zwischen Heterochromatin eingeschlossen ist, weist 
viel deutlichere Chromomeren auf. (Nr. III und IV kurzer Arm sowie 
Nr. X langer Arm.) Je kiirzer das euchromatische Ende, um so héher ist 
es spiralisiert (dichter gefirbt,. Chromomerenabstand geringer). Die 
Chromosomendicke nimmt also bei stérker mittelstiéndig heterochromati- 
schen Chromosomen bis zum Euchromatin ab, um dann bis zum Chromo- 
somenende gleichmachtig zu bleiben. 

Das Chromosomenpaar Nr. I liegt mit einem etwa 3—4 Chromomeren starken, 
als knob mit diinnem Fortsatz erscheinenden Trabanten am Nukleolus (Durch- 
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messer 5u) an. Die 0,5u lange SAT-Stelle wird von der Insertionsstelle durch ein 
starkes Chromomerenpaar getrennt. Der lange Arm beginnt mit 2 starken 
Chromomerenpaaren und setzt sich nach etwa 8 kleineren in das euchromatische 
Ende fort. Chromosomenlange 19. 

Wie Nr. I hat das Chromosomenpaar Nr. II einen rein heterochromatischen, 
doch langeren kurzen Arm. Das euchromatische Ende des langen an der Insertions- 
stelle ebenfalls heterochromatischen Armes differiert in seiner Lange betrachtlich. 
Der kurze Arm ist mit etwa 15 Chromomerenpaaren sehr eng, der lange mit etwa 
9 in normalen Abstanden besetzt. Chromosomenlange 37 u. 

Das Chromosomenende des kurzen Armes von Nr. III und IV ist gemischt 
eu-heterochromatisch, wobei die Chromomeren besonders stark ausgepragt sind: 

Chromosomenlingen 20 und 
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Abb. 16. Isoloma pictum. Pachytin. n=13. Schema gepragte Chromomerenpaare, 

welche mit kleineren, eng an- 
geordneten Chromomeren in das Euchromatin fortgesetzt werden. Nr. V verfiigt 
mit etwa 5 normal ausgeprigten Chromomerenpaaren beiderseits der Insertions- 
stelle iiber normalen Bau. Chromosomenlangen 17, 19 und 19u. 

Die beiden Chromosomenpaare Nr. VIII und IX sind die kleinsten des Genoms; 
ihre Strukturunterschiede sind sehr gering, ebenso ihre Langenunterschiede. Bei 
mittelstindigem Heterochromatin besitzen beide euchromatische Enden. Sie sind 
in Quetschpréparaten am haufigsten isoliert vorgefunden worden. Chromosomen- 
langen 16 und 14y. 

Die Chromosomenpaare Nr. X und XI sind bei mittleren Gesamtlingen die 
heterochromatiniérmsten des Genoms. Nr. X besitzt beiderseits der Insertions- 
stelle ein besonders starkes Chromomerenpaar, an welches sich jeweils das Euchre- 
matin ohne Ubergange anschlieBt. Nr. XI hat beiderseits der Insertionsstelle im 
kurzen Arm 2, im langen 3 Chromomerenpaare mittlerer GréBe bei groBem 
Abstand. Chromosomenlangen 24 und 27p. 

Beiderseits der Insertionsstelle von Nr. XII ist der kurze Arm mit etwa 4, 
der lange mit etwa 7 Chromomerenpaaren besetzt, wihrend zwischen Hetero- und 
Euchromatin eine Zone eingeschaltet ist, deren Chromomeren bei abnehmendem 
Chromosomendurch vom Hetero- zum Euchromatin deutlicher als die des 
Euchromatins angefarbt sind. Chromosomenlange 25y. 
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Als langstes Chromosom des Genoms ist Nr. XIII véllig symmetrisch mit 
mittelstindigem Heterochromatin und euchromatischen Enden gebaut. Beider- 
seits der Insertionsstelle mit etwa 10 Chromomerenpaaren besetzt, zeigen diese 
besonders deutlich abnehmende GréBe gegen das Euchromatin hin, welches wie bei 
den anderen Chromosomen Chromomeren erkennen l4Bt. Chromosomenlange 40y. 


Der Bau der Pachytiinchromosomen von Isoloma spec. 

Das Gesamtbild der 13 Chromosomenpaare von Isoloma spec. (Iso- 
loma bogotense var.?) zeigt viel undeutlichere Strukturen, als dies bei 
Isoloma pictum der Fall ist, so daB dadurch eine Beschreibung sehr er- 
schwert wird. — Folgende Chromosomenpaare von Isoloma pictum und 
Isoloma spec. weisen groBe Homologien auf: 


Isoloma pictum: Nr.I, II, IV, V, VIII, X, XI, XI 
Isoloma spec. Neoi, 3, VE, VEL. VER Ve" IV, . ree 


Der Bau der Pachytinchromosomenpaare von T ydaea lindeniana 

_ Die Kerne sowie deren 13 Pachytaénchromosomenpaare von T'ydaea 
lindeniana sind sehr klein. Es gelang nur, das Nukleolenchromosomen- 
paar zu erfassen. Letzteres ist ein 
typisches und sitzt mit dem etwa @ Ne 
3 Chromomerenpaare machtigen Tra- om 7p. es 
banten und einem Teil der etwa lu aa: 
langen SAT-Stelle dem Nukleolus “PP: 17- 7udaea lindeniana. Pachytan. 
(Durchmesser etwa 5y) an. Bei- 

derseits der ly langen Insertionsstelle liegen je zwei starkere Chromo- 
merenpaare, welche auf dem langen Arm mittels dreier kleinerer zu dem 
rein euchromatischen Ende iiberleiten. 














Gesnerioideae-Sinningieae: Der Bau der Pachytinchromosomen von 
Sinningia pusilla. 

Die Pachytaénchromosomenpaare sowohl vom Sinningia pusilla als 
auch von S.hybrida Hort. weisen gegeniiber den Isolomaarten den 
praparativen Vorteil auf, daB sich das Heterochromatin vom Euchro- 
matin durchweg scharf abhebt. Selten liegen Abstufungen vom Hetero- 
in das Euchromatin vor. — Es gelang nur 7 von 13 Chromosomenpaaren 
aus 5 Kernen zu analysieren. Diese sind bei Bezugnahme auf die In- 
serationsstelle leicht asymmetrisch gebaut, wihrend das Heterochro- 
matin symmetrisch und total asymmetrisch verteilt vorliegt. Die In- 
sertionsstelle ist in der Regel etwas iiber 1p lang. 

Das: Chromosomenpaar Nr. I liegt als typisches Nukleolenchromosomenpaar 
mit den 2 vordersten seiner 4 Trabantenchromomeren dem Nukleolus (Durch- 


messer etwa 6u) an. Zwischen SAT- und Insertionsstelle sind 3 ebenso starke 
Chromomerenpaare eingelagert. Die andere Seite der Insertionsstelle wird von 
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2 ebenso machtigen Chromomerenpaaren begrenzt, an welche sich dann das eu- 
chromatische Ende anschlieBt, in welchem etwa 12 Chromomerenpaare zu erkennen 
sind. Chromosomenlange 16y. 

Der kurze Arm von Nr. IJ ist mit 2, der lange mit 19 Chromomerenpaaren 
besetzt. Chromosomenlangen 26... 

Auch das Chromosomenpaar Nr. III ist in bezug auf seine Gesamtlange sym-- 
metrisch gebaut, wahrend die heterochromatischen Segmente der beiden Arme 
mit je 5—6 Chromomerenpaaren gleich groB sind. Chromosomenlange 24u. 

Chromosomenpaar Nr. IV ist asymmetrisch gebaut. Die Chromomerenpaare 
sind in beiden Armen unterschiedlich stark ausgepragt; ebenso verschieden sind 
die Chromomerenabstinde. Der kurze Arm ist mit 5, der lange mit 14 Chromome- 

renpaaren besétzt. Chromosomen- 


Neu lange 22u. 
© \ T 6 Das Chromosomenpaar Nr. V 
SAT | 12 besitzt dieselben Symmetrieverhalt- 
| tu nisse wie Nr. IV. Bei gleicher Chro- 
l a” momerengréBe betrigt deren Zahl 
WV 2 auf dem kurzen Arm 7, gegen- 


oocousa apstemes = V 77 ‘ber 10 auf dem langen. Chromo- 























BSE bk ee ww somenlange 17x. 
| Die Anzahl der starker aus- 
=a VI 70 
: gepragten Chromomerenpaare von 
Abb. 18. Sinningia pusilla. Pachytan. Nr. VI betrigt im kurzen Arm 
n=13. Schema 4, im langen 3. Chromosomen- 


'  Jange 14u. 

Das Chromosomenpaar Nr. VII diirfte das kleinste des Genoms sein. Es besitzt 
symmetrisch verteiltes Heterochromatin und abnehmende Chromomerendicke gegen 
das Euchromatin hin. Im kurzen Arm liegen 4, im langen 5 Chromomerenpaare. 
Chromosomenlinge 10x. 


D. Theoretischer Teil 


1. Die verwandischaftlichen Beziehungen innerhalb der Familie 
der Gesneriaceen 


a) Die Chromosomenzahlen der Gesneriaceen 


OEHLKERS (1922) hat sich als erster karyologisch mit den Gesneriaceen befaBt. Er 
fand bei Monophyllaea horsfieldii die Haploidzahl n= 16 ; Guisic (1924) stellte bei Ra- 
mondia nathaliae Ricu. n=18 und bei R. servica Ricu. n=38 fest. Suarura (1936a, b; 
1938, 1940) fand bei Saintpaulia ionantha n = 14, bei Chirita lavendulacea n=18, bei 
Naegelia zebrina n=12, bei Gesneria (—=Gesnera=Corytholoma) cardinalis n=14 und 
bei Sinningia speciosa n=28, Hertz (1926) bei Koehleria (= Tydaea) n=12—14. 
AuBer Suarura (1936) stellten Lawrence, Scott-MoncrizerF und SturcERs (1940) 
sowie OEHLKERS (1944) fiir eine Reihe von rosulaten und unifoliaten Streptocarpi 
n=16 gegeniiber n= 15 fiir die caulescenten Formen fest. In weiteren 42 Arten und 
Gartenformen verschiedener Gattungen konnte ich Chromosomenzahlen finden, 
welche nicht ohne weiteres zu erwarten waren (Tabelle 1). Von den genannten Arten 
obiger Autoren konnte Naegelia zebrina mit n=12 bestitigt werden, wahrend ich 
bei Corytholoma cardinale WauP. und Sinningia speciosa NriERN. andere Zahlen 
fand. In Sueruras Angaben fehlen indessen die Autorennamen der angefiihrten 
Arten. So besteht also durchaus die Méglichkeit, daB er ganz andere Arten uriter- 
sucht hat; bei der verwirrenden Unzahl von Synonyma liegt das iiberhaupt nahe. 
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Nach den bisherigen Untersuchungen sind somit folgende Haploid- 
zahlen mehr oder weniger gesichert: 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 18, 28, 
32, 36. Davon gehéren zur Unterfamilie der Cyrtandroideae: 9, 10, —, 
—, —, 14, 15, 16, —, 18, ... 28, ..., 32, 36; zur Unterfamilie der Ges- 
neriotdeae: 11, 12, 13, 14,...,28. Auf Grund dieses Zahlenmaterials 
lassen sich allerdings nur bedingt Schliisse ziehen, weil auch hiermit 
lediglich ein kleiner Ausschnitt aus der sehr umfangreichen Familie der 
Gesneriaceen dargestellt ist. Doch dirften sich nach einer vollstandigen 
zytologischen Bearbeitung dieser Familie noch weitere Chromosomen- 
zahlen finden bzw. die Zahlenliicken ausfiillen lassen, somit eine gewisse 
Parallele zu den Solanaceen (GoTTscHALK 1954) und Acanthaceae 
(Takizawa unver6ffentlicht, u. a.) gegeben wire. 

Unter den Zahlen sind 3 bevorzugt vertreten, némlich je 4 Gat- 
tungen mit der Haploidzahl n=9 und n= 13, sowie 2 Gattungen mit 
n= 16. Lediglich die Haploidzahi n= 14 ist in beiden Unterfamilien 
mit je einer Gattung aufgefunden worden. 


b) Karyotypen und Verwandtschaftsgrad innerhalb der 
Gesneriaceen 


DetaunayYs (1927) Definiticn des Karyotyps wurde durch jene von Lewitzky 
(1924, 1931) auf solche Arten eingeschrankt, welche im Genom das gleiche Chromo- 
somenbild aufweisen. DxLaunay stellte mit fortschreitender Evolution eine asyn- 
chrone Verkiirzung simtlicher Genombestandteile, auch des Trabanten, fest. Da 
die Chromosomen im Laufe der angenommenen phylogenetischen Verkiirzung ihre 
charakteristischen Grundziige beibehalten, ist es méglich, bestimmte Chromosomen 
verschiedener Arten zu homologisieren. Bascock, STEBBINS und JENKINS (1937) 
bestatigen bei den Crepiginae die fortschreitende Chromosomenverkiirzung. Sie 
finden auch hier wie STEBBINS, JENKINS und WALTERS (1953) bei Cichorie und 
Avery (1938) bei Nicotiana in urspriinglichen Formen langere, gleich lange, gleich 
strukturierte und “median inserierte Chromosomen. Wahrend Lrvan (1935) (aus 
Bascock, STEBBINS and JENKINS 1937) diese Verkiirzung bei Allium durch Trans- 
lokationen erklart, fordert LEw1rzK1 eine solche durch Defizienzen. HEILBORN (1924) 
will das Carex-Urgenom aus einem langen Chromosom durch Fragmentation des- 
selben entstanden wissen, wahrend davon die weiteren Chromosomenzahlen durch 
Entstehung der Univalente, Teilung derselben oder non-disjunction von Bivalenten 
entstehen wiirden. — Bereits S. NavasHIN (1912) (aus M. NavasHin 1926) konnte 
anhand verschieden groBer Trabanten verschiedener Crepis-Arten in sog. Kern- 
rassen reinen und hybriden Charakters untergliedern. Sein Sohn M. NavasHIn 
(1926) erkannte, daB solche Kernrassen den Mendelgesetzen folgen und zur Heraus- 
biidung genau umschriebener Rassen fiihren. Er fand bei anderen Crepis-Arten 
aber auch Chromosomentypen, deren Herleitung von gegebenen nicht gelang. 

Die bisher angefiihrten Autoren fiihrten ihre Untersuchungen meist an 
mitotischen Metaphasen und bestenfalls an Diakinesen oder MetaphasenI der 
Meiosis durch. GorrscHaLK (1954) verfolgte nun als erster an Pachytanchromo- 
somen die Veranderung im Laufe der Evolution. Die relativ konstanten Strukturen 
des Heterochromatins erlauben im Pachytan wie in keinem anderen Stadium des 
Chromosomenformwechsels tiefere Einblicke in die Veranderung von Karyotypen; 
sie erméglichen festzustellen, ob Unikationen oder Historiationen deren Ursachen 
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sind. Unter. Unikationen méchte DeLaunay (1927) jene Chromosomenlangen- 
verinderungen verstanden wissen, welche sprunghaft vor sich gehen: Fragmenta- 
tionen, Assoziationen usw. Wenn auch, Fragmentationen ihre Vorstufen besitzen 
(Marquarpt 1949, OrHLKERS 1953, Wott 1953), so unterscheiden sie sich doch 
wesentlich von den Historiationen, welche gekennzeichnet sind durch einen ,,lang- 
wierigen, die Chromosomenlangen verandernden historischen ProzeB, der in ein 
und derselben Richtung wahrend einer langen Reihe sich ablésenden Formen vor 
sich geht“. Wir diirfen heute zu diesen Historiationen auch jene Vorgange zahlen, 
wie sie GOTTSCHALK (1954) als Evolution des Heterochromatins bei Solanaceen 
auffaBt. Uber die Mechanik einer solchen Heterochromatisierung kann man sich 
nur schwerlich Vorstellungen machen, solange man iiber das Wesen der Chromo- 
meren in Eu- und Heterochromatin nichts Verbindliches sagen kann’. Man kann 
somit nur den Effekt dieser Entwicklung stufenweise beobachten. Inwieweit dagegen 
Fragmentationen wahrend der Evolution eine Rolle spielen, diirfte im einzelnen 
verschieden zu werten sein. Kine solche Veranderung miisste jeweils beide Homo- 
logen betreffen ; dafiir ware das giinstigste Stadium das Pachytin, welches durchaus 
sehr beeinfluBbar ist (SAUERLAND, Chromosoma 1956). Dabei sind Formen mit 
viel Heterochromatin als abgeleitet zu betrachten, weil stark heterochromatische 
Chromosomen in vielfach nicht urspriinglichen Pflanzenfamilien anzutreffen sind, 
so in den Solanaceen, Skrophulariaceen, Oenotheraceen, Balsaminaceen, Gesneriaceen 
sowie in manchen Liliaceen und Gramineen (aus GOTTSCHALK 1954). 

Die rosulaten und unifoliaten Streptocarpi (OEHLKERS 1944) sowie 
Aeschynanthus tricolor besitzen einander ahnliche Karyotypen mit sehr 
stark heterochromatischen Chromosomenabschnitten. Die caulescenten 
Streptocarpus-Arten, besitzen nur einen sehr geringen Heterochromasie- 
grad und meist median inserierte Chromosomen; sie kénnten deshalb die 
Vorliufer der 16 chromosomigen Formen sein, zumal OEHLKERS nach 
Réntgenbestrahlung bevorzugt hypoploide Formen erhielt, d.h. die 
16er-Formen durch Trisomie entstanden sein kénnten. — Fiir Aeschynan- 
thus tricolor konnte eine Polyploidie sehr wahrscheinlich gemacht werden. 
Wenn auch die l5er und l6er Streptocarpus-Arten schon geographisch 
getrennt im siidlichen Afrika vorkommen und die Gattung Aeschynanthus 
in Hinterindien und Insulinde beheimatet ist, miissen trotzdem auf Grund 
der Karyotypen nahe verwandtschaftliche Beziehungen bzw. gemein- 
same Vorfahren gegeben sein. Sowohl Streptocarpus als auch Aeschynan- 
thus sind Epiphyten, doch mit unverkennbar eigenem Habitus. 

Die Gattung Klugia mit Klugia notoniana weist Chromosomentypen 
auf, wie sie sonst bei Gesneriaceen nicht beobachtet werden konnten. Da 
nun auch starke Abweichungen im GefaéBbiindelverlauf des Stengels vor- 
liegen (Engler-Prantl), nimmt diese Gattung innerhalb der Gesneriaceen 
eine Sonderstellung ein. Die in der Gruppe der Columneae-Columninae 
(n=9) untersuchten Formen zeigen durchweg einen Karyotyp mit 
median bis submedian inserierten Chromosomen: Alloplectus vittatus 


1 Auch kann man sich schlecht vorstellen, warum nur eine Heterochromati- 
sierung erfolgen soll. Warum wollte der umgekehrte Weg nicht auch gangbar, d. h. 
eine Euchromatisierung méglich sein? Dasselbe gilt fiir die andere Hypothese, die 
der phylogenetischen Chromosomenverkiirzung. 
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besitzt sehr lange Chromosomen und ebenfalls gréBere heterochromati- 
sche Segmente. Alloplectus capitatus dagegen verfiigt iiber eine noch 
starkere Heterochromasie als Alloplectus vittatus. Da nun Alloplectus 
capitatus fertiler ist und die langsten Chromosomen besitzt, miBten die 
genannten 2 Arten sich von einem Typ ableiten mit Chromosomen von 
wenigstens der Lange wie bei Alloplectus capitatus. Unter Beibehaltung 
der Chromosomenlingen wiirde bei Alloplectus capitatus eine starke 
Heterochromatisierung stattfinden, waihrend parallel dazu. bei Allo- 
plectus vittatus eine symmetrische Chromosomenverkiirzung sich voll- 
zogen haben wiirde. 

Ahnliche Verhiltnisse finden sich in der Gattung Columnea. Von den 
4 untersuchten Arten (C. hirta, C. gloroisa, C. schiedeana, C. glabra) 
besitzt Columnea hirta die langsten Chromosomen; gleichzeitig aber auch 
die stiirkste Heterochromasie. Diese Columneen teilen sich habitusmaBig 
in Formen mit aufrechten (C. glabra, C. schiedeana) und mit hangendem 
Wuchs (C. hirta, C. gloriosa). Bastardierungsversuche in beiden Rich- 
tungen zwischen diesen beiden Gruppen hatten keinen Erfolg. Im Ver- 
gleich zeigen die aufrechten Formen weniger Heterochromatin als die 
hangenden. Die Sonderung dieser beiden Gruppen in gréBere systemati- 
sche Einheiten scheint hiermit angezeigt zu sein. Der Ursprung dieser 
4 Arten miiBte auf eine Form zuriickgehen, welche einen Karyotyp, ahn- 
lich der Columnea hirta, doch ohne diese starke Heterochromasie, auf- 
weist. 

Die Gattung Isoloma erwies sich als keineswegs einheitlich. Wahrend 
Isoloma pictum und I. spec. sehr ahnliche Karyotypen besitzen, zeigt 
I. hirsutum Chromosomen, deren Strukturen vielfach von denen oben- 
genannter Arten abweichen. So verfiigen 5 Chromosomen von I. hirsu- 
tum iiber je einen groBen Endknob, wiahrend solche Heterochromatin- 
bestandteile bei J. pictum und I. spec. sowie T'ydaea lindeniana nicht 
vorliegen. Die miSlungenen Bastardierungsversuche finden darin ihre 
Erklarung. T'ydaea lindeniana, welche man auch noch zur Gattung 
Isoloma zahit, hat die kleinsten Chromosomen. Ihr typisches Nukleolen- 
chromosomenpaar besitzt zwischen SAT- und Insertionsstelle 2 Chromo- 
somenpaare, waihrend bei I. pictum und I. spec. nur eines gegeniiber 
dreien bei Sinningia pusilla gegeben ist; T'ydaea lindeniana koénnte hier- 
durch Bindeglied zwischen Sinningia und Isoloma sein. 

Der Karyotyp von Sinningia unterscheidet sich im wesentlichen nur 
von denen bei Jsoloma, daB er keine Ubergangszonen vom Hetero- ins 
Euchromatin besitzt und die euchromatischen Segmente ohne Hetero- 
chromatineinlagerung vorliegen. 

Es miissen sich somit die Karyotypen von Sinningia, Tydaea und 
Isoloma von einem Sinningia-Typ herleiten. Dabei besitzt Isoloma 
hirsutum Chromosomen mit urspriinglicheren Lingen, doch auch solche 
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mit stairkster Heterochromasie, wahrend Jsoloma pictum, I. spec. und 
Sinningia pusilla im wesentlichen nur Unterschiede in den Chromosomen- 
langen und in der Art der Heterochromatinverteilung aufweisen. 

Die urspriingliche Chromosomenzahl der Gesnerioideen 14Bt sich an- 
hand des vorliegenden Materials nicht festlegen; dagegen deutet die 
relative Haufigkeit der Zahl n = 13 auf ein Endziel der systematischen 
Entwicklung der Gesnerioideen hin. Demgegeniiber sind die Cyrtrand- 
oideen in bezug auf Chromosomenzahlen und geographische Verbreitung 
viel uneinheitlicher, aber auch zahlenmaBig viel umfangreicher. 

Der Vergleich der Karyotypen, insbesondere von Gattung zu Gat- 
tung, hat deutlich gezeigt, wie wenig Chromosomenzahlen allein fiir 
systematische Betrachtungen verwertbar sind. Am deutlichsten zeigen 
dies die Columneae-Columneinae mitn = 9 und Klugia notoniana mitn =10, 
welche nur geringste chromosomen-morphologische Parallelen auffinden 
lassen. Ebenso wenig lassen sich chromosomenstrukturelle Beziehungen 
zwischen der Yer und der 13er Gruppe herleiten. Da die einzelnen 
Gattungen so grundverschiedene Karyotypen erkennen lassen, ist es 
sehr unwahrscheinlich, daB sich diese Karyotypen der einzelnen Gat- 
tungen aus einem solchen innerhalb der Gesneriaceen ableiten. Wenn 
iiberhaupt den Gesneriaceen ein gemeinsamer Ursprung zugrunde liegt, 
so muB dieser innerhalb einer gréBeren systematischen Einheit als der 
einer Familie zu finden sein. Aus diesem Grunde laBt sich eine gemein- 
same Grundzahl der Gesneriaceen nicht konstatieren. 


2. Untersuchungen einiger Objekte hinsichtlich einer eventuellen Polyploidie 
und ihrer Grundzahl 

Ein gebrauchliches Testmittel zur Feststellung autotetraploider Formen ist die 
Untersuchung des Pachytins und der Diakinese auf Sekundarpaarung (StRavuB 
1939; BoLLE u. Straus 1941; Linnerr 1948, 1949; GorrscHaLK 1955). Die 
Diakinese allein erlaubt normalerweise eine statistisch befriedigende Bearbeitung. 
Die Feststellung einer Sekundarpaarung auf Grund raumlicher Annaherung zweier 
Bivalente sollte jedoch nur im Pachytan erfolgen, weil hier allein die Feinstrukturen 
der Chromosomen erkennbar sind. Kann man zwar auf Grund morphologischer 
Homologien von Chromosomen noch langst nicht auf deren genetische Gleich- 
wertigkeit.schlieBen, so fanden obige Autoren nur dann Partnerwechselfiguren, 
wenn die Chromosomen weitgehend morphologisch homolog waren. — Bei Allo- 
polyploiden, welche stets fertiler als Autopolyploide sind (DaRLINGToN 1932), ist 
eine Homologie von mehr als 2 Chromosomen normalerweise nicht gegeben; es 
miissen aber 2 Trabantenchromosomenpaare wenigstens vorhanden sein bzw. wenn 
nur ein solches am Nukleolus ansitzen sollte, miiBte noch ein anderes Chromosomen- 
paar des Genoms, selbst bei hohem phylogenetischen Alter, Strukturen aufweisen, 
welche fiir SAT-Chromosomen kennzeichnend sind. Solche Merkmale sind bei 
Gesneriaceen ein ahnlich stark heterochromatisch kurzer Chromosomenarm mit 
eng aneinandergereihten Chromomeren. 


a) Aeschynanthus tricolor 


In der Abb. 2 sind die 16 Chromosomenpaare ebenfalls nach 
‘den Gesichtspunkten einer eventuellen Polyploidie des Objektes an- 
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geordnet. Diese 16 Chromosomenpaare lassen sich in morphologischer 
Hinsicht in 4 Gruppen einteilen, welche sich jeweils in 2 stark verschie- 
dene Gruppen von je 2 mit vielen Homologien versehene Chromosomen- 
paare untergliedern. Das dem Nukleolus ansitzende Chromosomenpaar 
wurde obenan und ihm das Chromosomenpaar Nr. II gegeniibergestellt. 
Bei annihernd gleichen Chromosomenlangen ist Nr. II durch eine ge- 
ringere Heterochromasie des kurzen Chromosomenarmes gegeniiber Nr. I 
zwar deutlich unterschieden, doch ebenso durch diese starke Chromasie 
des kurzen Armes dem Bauplan eines typischen Nukleolenchromosomen- 
paares der Gesneriaceen genahert. Vom Ende des kurzen Armes abge- 
sehen entsprechen sich Nr. I und Ii in ihren anderen Segmenten weit- 
gehend, so daB die Annahme, Nr. II sei friiher Nr. I vollig homolog ge- 
wesen, eine gewisse Berechtigung besitzt. Mit der Unfaihigkeit von Nr. IT, 
mit dem Nukleolus in direkten morphologischen Beziehungen zu stehen, 
wire gleichzeitig ein lokaler Verlust von Heterochromatin einhergegangen. 

Die sehr ahnlich gebauten, unter sich fast gleich langen Chromosomen- 
paare Nr. IIT und IV sind bedeutend kiirzer als Nr. I und IT und deshalb 
mit gréBter Wahrscheinlichkeit auch friiher nicht homolog gewesen; 
ihrem Bauplan nach sind jedoch Nr. III und IV ebenso wie Nr. II ab- 
geainderte typische Nukleolenchromosomenpaare. 

Wenn man die somit gegebenen 2 Nukleolenchromosomentypen als 
Zeichen eines Bastardes sehr verschiedener Elternteile nimmt, so lassen 
sich diese 4 Nukleolenchromosomenpaare nur durch doppelte Genom- 
vervielfachung nach erfolgter Bastardierung deuten bzw. ist die Annahme 
erlaubt, Aeschynanthus tricolor sei octoploid mit der Grundzahl z= 4. 
Infolge der durchgingigen Untergliederung der 4 groBen Chromosomen- 
gruppen in je 2 stark verschiedene, welche sich wieder in je 2 Chro- 
mosomenpaare mit gréBeren Bauahnlichkeiten untergliedern, wird diese 
Annahme gestiitzt. 


Tabelle 3. Aufbau des Genoms von Aeschynanthus tricolor 
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Inwiefern die Verhialtnisse von Aeschynanthus tricolor auch fir Ae. grandiflora 
(n=16) zutreffen, war nicht festzustellen. In den Arten Ae. lobbiana, Ae. javanica, 
Ae. speciosa, Ae. lamponga und Ae. pulchra wurden die n-Werte 32 aus den ge- 
fundenen Diploidzahlen 64 errechnet. Die polyploide Natur dieser Arten diirfte 
auBer Frage stehen. Partnerwechselfiguren wurden jedenfalls in der Diakinese 
von Ae. lobbiana beobachtet. 
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b) Klugia notoniana 


Diese Art besitzt zwei in ihrer Struktur und Lange deutlich unter- 
scheidbare Nukleolenchromosomenpaare. Die Chromosomenpaare Nr. III, 
IV, V und VI sind sehr merkmalsarm. Um so mehr zeigen die Chromo- 
somenpaare Nr. VII, VIII, IX und X so grundlegend verschiedenen 
Aufbau, daB die Moéglichkeit einer Autopolyploidie undiskutabel ist. 
Immerhin geben die beiden verschieden gebauten Nukleolenchromo- 
somenpaare einen Hinweis auf eine médgliche Amphidiploidie mit der 
Grundzahl x= 5. 


c) Isoloma pictum, I. spec. und I. hirsutum 


Die Chromosomenpaare Nr. II von Isoloma pictum und I. spec. sowie 
Nr. IV von J. hirsutum besitzen Strukturen, welche fiir typische Nukle- 
olenchromosomenpaare zutre ffen ; ihre kurzen Chromosomenarme weisen 
eine sehr starke Heterochromasie auf. Eine SAT-Stelle laBt sich jedoch 
nicht finden; ebenso wenig kénnen im Pachytin direkte morphologische 
Beziehungen zum Nukleolus erkannt werden. Da die genannten Chromo- 
somenpaare im hierzu wesentlichen kurzen Chromosomenarm keine den 
zugehorigen typischen Nukleolenchromosomenpaaren homologe Struk- 
turen aufweisen, lit sich der Aufbau dieser Genome nur durch Poly- 
ploidie von Bastarden erkliren, zusammengesetzt aus deutlich ver- 
schieden gestalteten Eltern. Deren Chromosomenzahlen kénnten n =6 
mit nach der Polyploidie erfolgter Trisomie sein. Ebenso kénnten die 
Eltern schon die Haploidzahlen n=6 und n=7 gehabt haben. Die 
groBe Ahnlichkeit der Chromosomenpaare Nr. V, VI und VII von Iso- 
loma pictum liBt eine gewisse Verwandtschaft der Eltern noch erkennen 
und stiitzt gleichzeitig die Annahme einer Trisomie. Bei [soloma hirsutum 
haben die Chromosomen schon so weitgehende Veranderungen erfahren, 
daB lediglich noch geringe Homologien der Chromosomenpaare IV und 
V, VI und VII sowie VIII und IX auf eine eventuelle Polyploidie hin- 


weisen. 


‘Zusammenfassung 

1. An Wurzelspitzenmitosen und in Meiosisstadien werden die 
Chromosomenzahlen von 42 Arten und Gartenformen aus verschiedenen 
Gattungen bestimmt; mit den bereits untersuchten Chromosomenzahlen 
sind somit bei den Gesneriaceen folgende Haploidzahlen gegeben: 9, 10, 
11, 12, 13, 14, 15, 16, —, 18, 28, 32 und 36. 

2. Die Morphologie der Pachytinchromosomen folgender Arten wird 
vergleichend besprochen: Aeschynanthus tricolor (n=16), Ae. lobbiana 
(n= 32), Klugia notoniana (n=10), Nautilocalyx forgetii (n=9), Allo- 
plectus vittatus (n=9), All. capitatus (n=9), Columnea hirta (n=9), 
C. gloriosa (n=9), C. schiedeana (n=9), C. glabra (n=9), C. kewensis 
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(n=9), C. microphylla (n=9), Achimenes longiflora (n=11), Naegelia 
zebrina (n=12), Isoloma hirsutum (n= 13), I. pictum (n= 13), I. spec. 
(n= 13), T'ydaea lindeniana (n=13) und Sinningia pusilla (n=13). 
Arten derselben Gattung weisen deutliche Unterschiede im Bau ihrer 
Karyotypen auf; besonders groBe Differenzen sind in der Ausprigung 
der Heterochromasie gegeben. Diese Unterschiede sind von Gattung zu 
Gattung gréBer als innerhalb derselben. 

3. Die Pachytinchromosomen der untersuchten Gesneriaceen sind 
vorwiegend stark partiell-heterochromatisch und alle verschieden stark 
spiralisiert ; lediglich Klugia notoniana besitzt iiberwiegend euchromati- 
sche Chromosomen, welche héher spiralisiert sind als die euchromatischen 
Enden der vielfach sehr stark heterochromatischen Chromosomen der 
anderen Arten. Bei letzteren finden sich die meist verschieden langen 
heterochromatischen Segmente beiderseits der median bis submedian 
liegenden Insertionsstellen. Die kurzen und den Trabanten tragenden 
Chromosomenarme der typischen Nukleolenchromosomen sind durch- 
weg total heterochromatisch. 

4. Anhand der Chromosomenzahlen, Morphologie der Pachytin- 
chromosomen, gegebenen Gattungsbastarden sowie der geographischen 
Verbreitung der Gesneriaceen werden nahe verwandtschaftliche Be- 
ziehungen innerhalb der 16er, 9er und 13er Gruppe besprochen; zwischen 
diesen Gruppen lassen sich chromosomal gesehen keine tiberleitenden 
Glieder finden. 

5. Da von Gruppe zu Gruppe chromosomal keine tiberleitenden 
Glieder vorhanden sind, kann fiir die Gesneriaceen keine allgemeine 
Chromosomengrundzahl aufgestellt werden. 

6. Auf Grund der Chromosomenmorphologie wird bei Aeschynanthus 
tricolor (n = 16) auf Alloploidie mit der Grundzahl x= 4 geschlossen. Da 
bei Aeschynanthus lobbiana (n=32) Partnerwechselfiguren vorliegen, 
mu8 die Haploidzahl 32 durch Autopolyploidisierung erreicht worden 
sein. Bei Klugia notoniana ist eine amphidiploide Natur mit x= 5 wahr- 
scheinlich. 

7. Der Genomaufbau von Isoloma pictum (n=13) mit den 3 sehr 
aihnlich gebauten Chromosomenpaaren Nr. V, VI und VII deutet auf 
Trisomie hin; die Strukturen von Nr. I und II auf Alloploidie. Isoloma 
pictum verfiigt somit ebenso wie I. spec. iiber die Grundzahl x=6. Bei 
Isoloma hirsutum besitzen nur noch wenige Chromosomenpaare stirkere 
Homologien. 
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Introduction 

Spontaneous chromosome breakage like spontaneous mutation is a 
relatively rare event. For example in the pollen grain mitoses of T'rades- 
cantia canaliculata its frequency is only 0.04% (GixEs, 1940). Its quanti- 
tative study in pollen grains can therefore be laborious and is often handi- 
capped by the difficulty of distinguishing between spontaneous chromo- 
some breakage and the structural changes carried over after inversion 
crossing-over at meiosis. The synchronized mitoses found in the endo- 
sperm of many species allow this difficulty to be overcome (RUTISHAUSER, 
1956b). It is easy to decide whether the structural changes have been 
transmitted by the gametes or have arisen during the course of endosperm 
development. 

It has been shown that the frequency of spontaneous chromosome 
breakage in endosperm nuclei may be increased by hybridization (RuTIs- 
HAUSER and La Cour, 1956). In endosperms obtained from intergeneric 
fertilizations between Paris and T'rilliwm species breakage was found to 
be 20 to 35 times greater than in endosperms obtained from intraspecific 
fertilization in Trillium. A fuller account of these experiments, together 
with new data, is presented here. 

We are extremely grateful to the Swiss National Fund for subsidizing this study 
and are much indebted to Miss J. Borra, Miss U. BrincotF for the painstaking 
assistance they have given. Acknowledgment must also be made to Dr. K. S. 
Donps for his helpfull criticism of the manuscript and to the Editors of Nature 
for permission to reproduce Fig. 9. 


Materials and methods 

The experimental technique and methods have been described previously 
(RUTISHAUSER 1956a, b). The 250 plants of Paris quadrifolia used in our experi- 
ments were collected in the neighbourhood of Schaffhausen. Many of these 
plants were used for two years and gave similar results in each year. Mostly the 
cross fertilizations between Paris and Trillium species were made with plants of 
T. grandiflorum and 7’. luteum which had also been used in Trillium-Trillium 
crosses. 
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Chromosome complements and embryology of the parent plants 
The distribution of heterochromatic segments in our plants of 7’. 
grandiflorum (Fig. 2), as revealed by cold treatment, has been given else- 
where (RUTISHAUSER, 1956b). For these experiments plants were used with 


Fig. 1. Metaphase from a root tip of Trillium erectum after cold treatment. (x 2,200) 


the following chromosome complements, where indices show the number 
of heterochromatic segments: 

Gyy  ApA,B,B,C,C,D,D,E,E, 

Gs  ApA,B,B,C,C,D,D,E,E, 

G,; A,A,B,B,0,0,D,D,E,E, 

GH, A,A,B,B,0,C,D,D,E,E, 

GH, A,A,B,B,C,C,D,D,E,E, 

GH, A,A,B,B,0,C,D,D,E,E, 

In addition, one plant each of 7’. erectum and 7’. luteum and two 
plants of 7’. cernwum were used. These were chosen after a study had 
been made in root tips from cold-treated plants. 

The distribution of heterochromatin in our plant of 7’. erectum is 
shown in Figs. 1 and 2 (cf. DaRLINGTON and La Cour, 1940 BootHRoyp ; 
1953). It is similar to that found in 7’. kamtschaticum (KURABAYASHI, 
1952). The heterochromatic segments are often interrupted by extremely 
small euchromatic regions. In addition, the A-chromosome contains 
several heterochromatic segments proximally situated. 

The distribution of differential segments in 7’. cernuwum resembles 
that of 7’. erectum, in that the A-chromosome contains proximal hetero- 
chromatic segments; also a small differential segment occurs in the long 
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arm of the B-chromosome (Figs. 2, 3a). In one of our two plants the 
C-chromosome was apparently wholly euchromatic whereas the C-chro- 
mosome of the other, like the D-chromosome, had a terminal hetero- 
chromatic segment. 

In 7’. luteum the response to cold treatment was found always to be 
poor, consequently the differential segments were mostly imperfectly 
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Fig. 2. Diagrammatic illustration of the five chromosome types in diploid Trillium species 
showing the relative lengths of eu- and hetero-chromatic segments and the pattern of 
variability in distribution of heterochromatin within types. (Euchromatin black, 
heterochromatin in outline.) (x 1,700) 


developed. However, apart from this difference, the distribution of 
heterochromatin resembles that of 7’. grandiflorum in many ways (Fig. 2). 
One sterile specimen, not used in our experiments, contained a deleted 
E-chromosome in addition to the ten normal chromosomes of the diploid 
set; some other specimens also contained supernumerary fragment 
chromosomes. 

The chromosomes of Paris quadrifolia (2n = 20), a tetraploid species, 
differ from the chromosomes of diploid T'rillium species in that they do 
not contain detectable heterochromatin (cf. GEITLER, 1938 ; DARLINGTON, 
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1941). There are no detectable heterochromatic segments in interphase 
nuclei and hence no detectable differentiation of segments.occurs follow- 
ing cold treatment. 

The complement contains two pairs of D-chromosomes; one pair of 
which carries a trabant. Whereas the chromosomes with median or sub- 
median centromeres are mostly easy to recognise, it is often very difficult 
to distinguish the chromosomes with subterminal centromeres from one 
another, especially in the endosperm preparations. As a result, aberra- 
tions in the chromosomes of Paris cannot be seen with the same certainty 
as those in the chromosomes of T'rilliwm. Because of this it is possible that 
some spontaneous chromosome changes could be overlooked in Paris 
chromosomes. The same difficulty occurs in the case of Trillium chromo- 
somes where these are wholly euchromatic. They can then only be dis- 
tinguished from Paris chromosomes with great difficulty. In this respect 
there is less difficulty in the case of the A-chromosomes. 

As far as is known embryo-sac development in Paris and Trillium is 
of the “Allium type” (Ernst, 1902). The primary endosperm nucleus is 
formed by the fusion of two haploid polar nuclei and one haploid sperm 
nucleus, Thus in the cross Trilliwm 2x Paris species g, endosperm 
nuclei have 20 chromosomes (57'+57'+10P) and in the reciprocal, 
they have 25 chromosomes (10P+10P+5T7). There are rare excep- 
tions to this general behaviour which are discussed elsewhere. The two 
genera differ in the formation of endosperm: in Paris quadrifolia it is 
nuclear whereas in T'rilliwm it is helobial. In all cases only mitoses in the 
micropylar part of the endosperm were examined. 


Cytology of the hybrid endosperm 
Apart from a few preliminary trials, the chromosome studies were 
made on endosperms taken from plants kept for four to five days at just 
above 0°C. The T'rillium chromosomes were then clearly differentiated 
from the Paris ones by their heterochromatin content. The analysis of 
the Trillium genome thus presents no great difficulty. On the other hand 
it has usually not been possible to distinguish all 10 or 20 Paris chromo- 
somes from one another. In most cases only their number was ascer- 
tained. 
a) Endosperms of the cross T'. grandiflorum x Paris quadrifolia 
The seed set of this cross was always very slight; 31 flowers of T. 
grandiflorum were pollinated, only 15 formed a few seeds. As the endo- 
sperm collapses very early only relatively young endosperms could be 
examined. The differential segments of the Trillium chromosomes were 
attenuated, so that the difference between eu- and hetero-chromatin was 
clearly marked. With few exceptions, mostly A-chromosomes, it was 
possible to analyse all 10 Trillium chromosomes (Fig. 3b). Of 192 chro- 
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Fig. 3a—h. a Trillium cernuum. Metaphase from a root tip, after cold treatment. 
b T. grandiflorum x Paris quadrifolia. Anaphase of an endosperm mitosis, after cold 
treatment. c—e Paris quatrifolia x T. grandiflorum. Anaphases of endosperm mitoses, 
after cold treatment. c Lagging D-chromosome. d Dicentric A-ring, chromatid bridges 





in B- and E-chromosomes, normal distribution of D-chr me. C-chr lacking. 

e Two persisting bridges deriving from a dicentric E-chromosome. f—h Paris quatrifolia x 

T. cernuum. Anaphases of endosperm mitoses, after cold treatment. f Pseudo-chiasmata 

involving E- and B-chromosomes. g E-chromosomes with attached acentric fragments. 

h Distribution of a centric E-fragment without bridge formation. (7'rillium chromosomes 
black, Paris chromosomes in outline.) (a—h x 750) 


mosomes analysed only two showed abnormality: one D-chromosome 
had a deficiency and one E-chromosome formed a bridge at anaphase 
(Table 1). The 10 Paris chromosomes apeared to be unchanged. 
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The frequency of spontaneous chromosome breakage in these hybrid 
endosperms was similar to that which occurs in pure T'rilliwm endosperms 
(RUTISHAUSER 1956b). The two rates were 1.05 and 1.06% respectively. 
However, the results from the hybrid endosperms were obtained from 
very few nuclei. We have checked these results by examining endosperms 
in the three classes of experimental material by estimating the number of 
micronuclei, of nuclei tethered by bridges and of giant nuclei (Table 4). 
As can be seen, the total number of abnormal nuclei, as well as the num- 
ber of micronuclei, is somewhat higher than in the pure T'rilliwm endo- 
sperms. The breakage frequency therefore appears to be greater in 
Trillium x Paris endosperms but, as we shall also see from the chromo- 
some analysis, it is considerably lower than in the endosperms from the 
reciprocal crosses using Paris as the 9 parent. 


b) Paris quadrifolia'x T. grandiflorum 

The endosperms of this cross still show mitoses after six to seven 
weeks. After receiving cold treatment, they were mostly fixed about 
40 to 44 days after pollination. Synchronization is no longer complete, 
but only partial with groups of nuclei in the same stage of mitosis. In 
many endosperms the T'rillium chromosomes cease to show differential 
segments at this time, even after prolonged cold treatment. Further, the 
analysis is often rendered difficult by stickiness in Paris and Trilliwm 
chromosomes. Consequently in only very few endosperms can a chromo- 
some analysis be made with certainty. 

The divisions very often occur irregularly. There are two reasons for 
this: firstly, the movements of Trillium and Paris chromosomes are not 
synchronized with one another and secondly, chromosome breakage and 
reunions appear in very great numbers. 

The differences of movement between Paris and Trillium chromo- 
somes are noticeable in prometaphase and metaphase. The Trilliwm 
chromosomes are often too late in arranging themselves on the plate, so 
that they remain outside the spindle. Although their centromeres divide, 
the chromatids are not distributed to the two daughter nuclei. They 
form micronuclei which later disappear. 

Even when on the spindle the anaphase movement of Trillium chro- 
mosomes is delayed. Their chromatids often lie parallel to each other 
while those of Paris chromosomes are far apart from one another (Fig. 3c). 
Extreme delay again leads to the formation of micronuclei. In T'rillium 
chromosomes also misdivision of the centromere is not uncommon. 

These abnormalities lead to a deficit of Trillium chromosomes in 
nuclei of the developing endosperm. This is variable between experi- 
ments. In some cases it is slight while in others it is pronounced. For 
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example, in endosperms of the cross P. quadrifolia x G59, metaphases 
were found which contained the 20 Paris chromosomes but no Trillium 
chromosomes. Loss of Paris chromosomes is relatively rare. Neverthe- 
less a metaphase with only 17 Paris chromosomes did occur in the cross 
mentioned above. 

More frequent than the loss of whole chromosomes in the Paris-Tril- 
lium endosperms are losses of parts of Trillium chromosomes, owing to 
spontaneous chromosome breakage (Fig. 4a—e). These centric frag- 
ments are seldom accompanied by acentric fragments, which shows that 
the breakage occurred in a previous mitosis. In most cases we find that 
the centric fragments have reproduced at least once. Observations at 
anaphase show also that some have taken part in bridge formation 
(Fig. 3d,e). The breakage of these bridges leads to secondary changes 
which are superimposed on any new initial breakage that occurs. Since 
many of the centric fragments arise by terminal deletion and reproduce 
so as to appear in several nuclei without further change it is clear, as has 
also been found elsewhere, that McCuintocxk’s bridge-breakage-fusion 
cycle can only be regarded as optional (Fig. 3h; Brock, 1955; 
RUTISHAUSER, 1956b). 

Acentric fragments appear at metaphase and anaphase in endosperms 
of all ages. It would appear from this that a small amount of spontaneous 
breakage occurs during the whole of endosperm development. Acentric 
fragments and acentric rings are the most common. 

The high number of broken chromosome ends in the mitoses of 

' Paris-Trillium endosperms—sometimes all five Trillium chromosomes 
are broken—gives an opportunity for many chromosome reunions. 
The most common aberrations are rings, as well as dicentric chromo- 
somes which have arisen through translocation (Fig. 4b). Monocentric 
rings were formed most frequently from A-chromosomes, which agrees 
with the observation that breakage is relatively frequent in these chromo- 
somes and equally distributed along both arms. Mostly the chromatids 
in these rings separate freely ; interlocked rings and dicentric rings arising 
through full or half-twists of chromatids respectively were rare (Fig. 3d). 
Configurations arising by chromatid reunion were rarely seen. In two 
metaphases tri-radial configurations occurred that could only have 
arisen by breakage and reunion in heterochromatic segments. In one 
metaphase, not showing a differentiation of heterochromatin, a trans- 
location between chromatids was observed. 

Spontaneous chromosome breakage in individual chromosomes, as 
determined by actual breaks and structural changes, was estimated in 
prometaphases and metaphases. The numbers of each type of chromo- 

some that were analysed varies for two reasons: a) mainly because of loss 

of whole Trillium chromosomes; b) because in a few nuclei it was not 
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c 


Fig. 4a—e. Metaphases of mitoses inhybrid endosperms, after cold treatment. a and c Paris 

quadrifolia x T. grandiflorum (GH,). b, d ande Paris quadrifolia x T.grandiflorum (GH;). 

Trillium chromosomes black, Paris chromosomes in outline. Points of breakage marked x. 

a Centric E-fragment. b Translocation involving A- and B-chromosomes, centric C-frag- 

ment with SR. Note the new E}-chromosome at seven o’clock. c Centric D- and E-frag- 

ments. A-chromosome with attached heterochromatic segment. d Centric E?-fragment 
with SR. e Centric E}-fragment. (a—e x 750) 


possible to recognise all the chromosomes. We feel that to have ignored these 
nuclei would have led to automatic selection in favour of normal T'rilliwm 
chromosomes. Our analysis is therefore correlated not with the number 
of mitoses but with the total number of chromosomes analysed (Table 1). 
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It is clear from this analysis that there is an uneven distribution of 
breakage in the five chromosome types (Fig. 5a, b). In this respect there 
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Fig. 5. Histograms showing distribution of spontaneous chromosome breakage in the five 
Trillium chromosome types 
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Fig. 6. Histograms showing the relationship between the frequency of spontaneous 
chromosome breakage and number of heterochromatic segments 


is some similarity with the breakage distribution found with radio- 
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mimetic substances (ForD, 1954; REVELL, 1952). 


The breakage distribution in Trillium chromosomes seems to show 
little correlation either with total heterochromatin content or chromo- 
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some length. The A-chromosome with the least amount of detectable 
heterochromatin is on the average broken more frequently than the B- 
chromosome which has the longest heterochromatic segment. If on the 
other hand, we compare the breakage frequency of homologous chromo- 
somes, there seems to be some correlation with the number of hetero- 
chromatic segments (Fig. 6). The A,-chromosomes of the pollen plants 
Gi, G59 and G,, are less frequently broken in the hybrid endosperm than 
the A,-chromosome cf the pollen plant GH. The correlation is even more 





Fig. 7. Metaphase from an endosperm of the cross Paris quadrifolia x Trillium grandi- 
jlorum (GH;) after cold treatment, showing a centric E{-chromosome fragment with SR 
at 12 o’clock. (x 1500) 


striking in the case of the E-chromosome. The E,-chromosome of the 
pollen plant G,, has no detectable heterochromatin. It is not broken in 
the Paris-Trilliwm endosperm (Figs. 6, 1lc). On the other hand, in the 
crosses using pollen plants G,,, Gz) and G,,;, which contain E,-chromo- 
somes, the breakage frequency in E-chromosomes ranges between 62.2 
to 69.2% and as much as 82.6% using GH, with E,-chromosomes, 
although in this case only one endosperm was analysed. 

The breakage differences found in B-, C- and D-chromosomes cannot 
be traced back to differences in heterochromatin content. Here the varia- 
bility is partly due to the small numbers analysed. The cross using pollen 
plant GH, with E, E,-chromosomes needs separate consideration. In the 
one endosperm produced from this cross an E,-chromosome was found of 
which the heterochromatic segment corresponds to the third hetero- 
chromatic segment in the E,-chromosome (Fig. 4b, d,e ; Fig. 7). Inanearlier 
study it has been shown that this chromosome arose through crossing- 
over in the third euchromatic segment of the E,, E,-chromosome pair 
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(RUTISHAUSER, 1956b). Its. breakage frequency, however, is just as high 
as in the normal E,-chromosome. 

Obviously the differential breakability of the five chromosomes, 
especially in the case of A- and E-chromosomes also influences the total 
breakage frequency. It was 18.1 to 25.8% in the three crosses in which the 
male parents had the standard complement A,A,,B, B,C,C, D, D, E,E,., 
but fell to 9.3% in the cross Parisx GH,, (with the chromosomes 
E, E,). When pollen plants containing A- or E-chromosomes with extra 


MY ee PED Te 6 7 
Found _ _ _ 3 9 28 53 
Expected 4.2 4.2 6.4 3.7 5.3 11.7 57.4 


Fig. 8. Distribution of breakage in E,-chromosomes of Trillium. Expected values calculated 
on a random distribution per unit length 


heterochromatic segments are involved the frequency of breaks rose to 
30.9 and 29.5% respectively. 

The point of breakage could be determined with reasonable accuracy 
in chromosomes divided into many regions by heterochromatic segments. 
Sufficient data exist only for an analysis of the distribution in E,-chromo- 
somes, even so, only a proportion of the E,-breaks could be used since the 

point of breakage in 
Table 2. Number of endosperms with broken chromo- dicentric chromosomes 
somes (from the crosses Paris quadrifolia Xx  e¢annot always be defi- 
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trated in regions 5 and 6 
as well as in the proximal part of region 7. A high proportion of the 
breaks occurred in heterochromatin. Unfortunately we cannot say whe- 
ther the initial breakage is localized, or whether the localization is secon- 
dary and due to preferential tearing of bridges in the heterochromatin 
at anaphase. However, the two tri-radial configurations we found indi-— 
cate that initial breakage can occur in heterochromatin. 

It might be thought that the broken chromosomes were present 
initially in the gametes from which the hybrid endosperms derived. This 
cannot be so because mitoses with normal and abnormal T'rilliwm geno- 
mes were found. Moreover because of their high frequency it is very 
unlikely that the breaks have developed from sub-chromatid breaks pre- 
sent in the gametes. Table 2 shows the number of endosperms which 
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contain at least one broken chromosome each of the five T'rilliwm chromo- 
some types. It shows that the number of endosperms with broken chromo- 
somes is much too high to be accounted for by the introduction of sub- 
chromatid breaks through the gametes. 


c) Crosses between Paris quadrifolia, T'. erectum and T’. cernuum 


The number of heterochromatic regions and also their average length 
is greater in the chromosome complements of 7’. cernuum and T’. erectum 





Fig. 9. Metaphase from an endosperm of the cross Paris quadrifolia x Trillium cernuum 
after cold treatment. Translocation between B- and C-chromosomes (centre). An 
A-chromosome with SR at both ends (at 6 o’clock). (x 1500) 


than in any test plant of 7’. grandiflorum. The A-chromosome is largely 
responsible for the increase of differential segments, since in both species 
it possesses three or four such segments. The B-chromosome also con- 
tains more heterochromatin; in addition to a terminal segment there is 
another in the long arm. Both differential segments of the E-chromosome 
however are shorter. 

The values for total breakage and especially the values for individual 
chromosomes reflect these differences (Table 1, Figs. 5 and 6). The A- 
chromosomes of 7’. erectum and T'. cernuum are much more frequently 
broken than the A-chromosome of 7’. grandiflorum (Figs.9, 10 and 11b); 
the same is true for the B-chromosome. The breakage frequency for 
the E-chromosome however is relatively low (33.3 and 37.5%). Unfor- 
tunately the C-chromosome of the 7’. cernuum sample used in the 1954 
experiments could not be recognised with certainty. It is wholly euchro- 
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matic and similar in size to Paris chromosomes. Its rate of breakage can 
only be estimated indirectly from anaphases. 

Out of 58 bridges none were wholly euchromatic ; they were formed by 
A-, B-, D- or E-chromosomes. We have only one indication of a break 
in a C-chromosome. This was at metaphase where a dicentric chromo- 
some occurred involving a B- and most likely a C-chromosome (Fig. 9). It 
would seem therefore that the C-chromosome is broken most infrequently. 

From the experiments made in 1954 it seemed clear that breakage 
increased with the age of the seeds (RUTISHAUSER, 1955a). This was not 





Fig. 10. Metaphase from an endosperm of the cross Paris quadrifolia x Trillium cernuum 
after cold treatment, showing a centric A-chromosome fragment (marked x). (x 2000) 


confirmed in later work, using material from a cross between Paris and 
another specimen of 7’. cernuum. The breakage frequency was lower 44 
days after pollination than in the youngest endosperms of the preceding 
year. In this case the C-chromosome had a terminal heterochromatic 
segment and could therefore be distinguished from Paris chromosomes. 
It was not broken in any of the 32 metaphases examined (Table 1). 

There is a higher breakage frequency in endosperm nuclei of crosses 
between Paris and either 7’. erectum or T'.. cernuum than in those of the 
cross Paris x 7. grandiflorum and in consequence many more reunions 
occur. The observed number of dicentric chromosomes (Fig. 11d, e) 
amounted to 16 for the first two crosses, 9 for the last ones. All five 
Trillium chromosomes took part in their formation. 

In these crosses also, acentric fragments appear only singly. The 
number of newly formed breaks per mitotic cycle (initial breaks) is there- 
fore probably quite small. As in the other crosses chromatid breakage 
was extremely rare. 
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As a check on metaphase analysis, anaphases were also examined in 
the Paris x T’. cernuum endosperms (Fig. 3, f—h). Here also it was not 





Fig. lla—e. Metaphases of mitoses in hybrid endosperms, after cold treatment. a and b 
Paris quadriofolia x T. cernuum. c Paris quadrifolia x T. grandiflorum atone d and e 
Paris quadrifolia x T. erectum. (Trillium chromosomes black, Paris chr 

Points of breakage marked x.) a Centric B-fragment with loss in both arms fro broken 
end has undergone SR), centric E-fragment with SR. b Centric A- and E-fragments. 
Acentric fragment at three o’clock. c Al] chromosomes normal (note the E,-chromosome 
at nine o’clock). d Centric A-fragment and translocation involving C- and E-chromosomes. 
e Translocation involving B- and C-chromosomes. Ring involving A- and D-chromosomes. 

(a—e x 750) 





always possible to identify every T'rilliwm chromosome. The numbers of 
rings, translocations, bridges and centric fragments seen in the four 








332 AtFrEep RurisHavsER and L. F. La Cour: 


Trillium chromosomes that could be analysed are given in Table 3. It is 
again clear that healing of broken ends against S R (sister reunion) can 
occur in the endosperm. Out of a total of 92 centric fragments 34 were 
distributed without partaking in bridge formation. Especially the short 
fragments with euchromatic ends are passed on unchanged (Fig. 3h). 
Free heterochromatic ends were not observed. They all suffered S R. 
These observations suggest that S R can only be suppressed in euchro- 
matin, where the centromere has a controlling function. 

In anaphases several 
Table 3. Anaphase distribution of broken chro-  kindsof eonfigurations were 
mosomes in endosperms of the cross Paris qua- found which might have 


drifolius x T. cernuum : 
been due to sub-chromatid 
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d) Paris quadrifolia x T'. luteum 

As in the root meristems the 7’. lutewm chromosomes show only 
weakly differentiated heterochromatic segments in the hybrid endo- 
sperm, following its cold treatment. The heterochromatin is almost as 
intensely stained in metaphase chromosomes as the euchromatin; a 
quantitative analysis could therefore not be made. However, there was 
no doubt that spontaneous chromosome breakage occurs in these hybrid 
endosperms also. This was clear from examination of anaphases as well 
as from analyses of endosperms with resting nuclei. The frequency of 
bridges and of micronuclei is about the same as in the other hybrid 
endosperms. 


e) The breakability of Paris quadrifolia chromosomes in endosperms from 
self- and cross-pollinated flowers. 

Spontaneous chromosome breakage in pure Paris endosperms is 
extremely rare. Indeed chromosome aberrations were found only once. 
They appeared in relatively large numbers in three adjacent metaphases 
at the chalazal end of the endosperm. Micronuclei were few and this also 
indicates a very low spontaneous breakability of Paris chromosomes. 
They are therefore presumably very stable. 

There is some indication also, but indecisive, of extremely slight 
spontaneous breakage of Paris chromosomes in Paris x 7’. grandiflorum 
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endosperms. This comes chiefly from anaphase studies. By far the most 
bridges show heterochromatic regions. Whether the very few wholly 
euchromatic ones consist only of Paris chromosomes or are formed by 
aberrant A-chromosomes of 7’. grandiflorum cannot be decided. It is 
however remarkable that in anaphases from endosperms of the cross 
Paris x T. cernuum, where the A-chromosomes are also partly hetero- 
chromatic, not a single wholly euchromatic bridge appeared. 
It seems reasonable to conclude therefore that the Paris chromo- 
somes are much less susceptible to breakage than those of T'rillium, and 
that the introduction of Trillium chromosomes into Paris cytoplasm 
does not make tlie chromosomes of Paris more susceptible to breakage. 


Spontaneous chromosome breakage and fertility 

The endosperm mitoses of all Paris-Trillium crosses show three kinds 
of error: 

a) Loss of T'rilliwm chromosome 

b) Spontaneous chromosome breakage 

c) Polyploidy 

Aneuploid mitoses resulting from the loss of Trillium chromosomes 
are more frequent in older endosperms. Doubling of the original com- 
plement (20 P, 5'T) can be observed, and not infrequently doubling of 
aneuploid numbers, too. These mitotic anomalies therefore overlap and 
the question arises whether there is a causal relationship between them 
or whether they influence the course of mitosis independently. 

Elsewhere it has been shown in endosperms of Ranunculus auricomus 
and of lily hybrids that persisting multiple bridges, arising through 
spontaneous chromosome breakage, lead to the formation of highly poly- 
ploid nuclei (RuTIsHAUSER, 1953; Brock, 1954). An analysis of pure 
Trillium endosperms showed, however, that many polyploid nuclei were 
formed in the absence of aberrant chromosomes (RUTISHAUSER, 1956b). 
Doubling of the chromosome number can thus occur in endosperm, as in 
many other differentiated tissues, independently of spontaneous chromo- 
some breakage. 

In addition to the tethering of resting nuclei by persistent bridges we 
have seen prophase nuclei connected by intact Trillium chromosomes 
which had divided too late to fully participate in anaphase movement. 
Both kinds of nuclei were dumb-bell shaped. 

These various errors cause changes in the size and form of the endo- 
sperm nuclei which can thus be classified into four types: normal nuclei, 
micronuclei, dumb-bell nuclei and giant nuclei. Their relative frequen- 
cies give us a measure of the degree of disturbance (cf. Table 4). 

In hybrid endosperms of the cross Paris-Trillium not only the form 
of the nuclei, but also their arrangement is changed. Whereas the nuclei 
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Table 4. Frequency of normal and aberrant nuclei in endosperms of Paris-Trillium- 
































crosses 
No. of No. at 
Cross Jo. endo- |Normall pairs of nuclei| Micro | Giant | Tot@! 
state with bridges | nuclei | nuclei 
T. grand. x T. grand. 4 11 1119 3 9 10 1144 
T. grand. xX Paris . . 7 13 881 x 31 11 937 
Paris x T. grand. . . 2 14 515 75 92 27 784 


in a normal endosperm are equidistant, in hybrid endosperms they are 
often clumped together in large heaps. These heaps lie mostly in the 
chalazal end so that the micropylar part is then almost devoid of nuclei. 

Although the endosperms ofall the hybrid seeds are abnormal, the egg 
cells are able to divide at least once. Unfortunately it is very difficult to 
distinguish small embryos in squash, preparations and only one poorly 
fixed metaphase was analysed. Its chromosomes were normal. It could 
be concluded from the form of the resting nuclei that spontaneous errors 
are rarer in the embryo than in the endosperm, The nuclei of embryonic 
cells were all approximately the same size. 

The seeds of the cross Paris-Trillium often grow to normal size. But 
they are never filled with endosperm as are those obtained from freely 
pollinated T'rillium flowers. The endosperm lies like a film on the inside 
wall of the seed, with the interior completely filled with fluid. Many older 
seeds contain only a brown degenerate mass. 

Seeds of Paris x Trillium stop developing after about 7 or 8 weeks. 
In contrast the seeds of the reciprocal cross T'rillium-Paris invariably 
degenerate after 4 weeks. The degeneration of the endosperm in these 
crosses however is not preceded by any gross mitotic abnormalities. 
Micronuclei, dumb-bell nuclei and giant nuclei are only slightly more 
numerous than in pure T'rilliwm or Paris endosperms. Here then, there 
is no causal relationship between inviability of the seed and spontaneous 
chromosome breakage. 

Discussion 

Spontaneous chromosome breakage occurs as do spontaneous muta- 
tions without an outwardly visible motivating factor. The basic causes 
are still unknown although recently it has been shown that a deficiency 
either in Ca- or Mg-ions leads to increased chromosome fragmentation 
(STEFFENSON; 1953, 1955). Here the breakage can possibly be attributed 
to disruption of linkages of divalent Ca- and/or Mg-ions by which it is 
thought the macromolecular complexes of nucleic acid and protein of the 
chromosome are linked together (cf. Mazta, 1954). It seems likely, 
however, that spontaneous chromosome breakage is in most cases induced 
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by chemical changes arising from the formation and/or accumulation 
of substances which lead to a breakage of chemical bonds. This is in 
agreement with observations in T'ulipa fragrans which show that a 
reaction barrier must be crossed before a measurable rise in breakage 
frequency occurs in the pollen grain mitoses (DARLINGTON and UP- 
coTt, 1941). 

The unequal distribution of spontaneous breakage in various tissues 
also points in the same direction. Tapetum, endosperm and ovary tissue 
show more chromosome breakage than the root meristems. The difference 
is particularly marked in Trillium kamtschaticum and T’. grandiflorum. 
(KURABAYASHI, 1954; RuTIsHAUSER, 1956b). It has also been observed 
in Ranunculus auricomus and in lily hybrids (RutTIsHAUSER, 1953 ; Brock, 
1954). All the first three tissues have a nutritional function. It is not un- 
reasonable to suppose that the increased susceptibility to breakage of 
the chromosomes in these tissues occurs owing to their distinct kind 
of cell metabolism. This supposition receives support from the fact 
that chromosome breakage occurs particularly in the chalazal zone of 
the endosperm, and therefore at the region where nutritional substances 
usually enter. The higher sensitivity of the endosperm, which Brock 
(1954) suspected, could have this background. 


The crosses between Paris quadrifolia and Trillium species leave no 
room for doubt that spontaneous chromosome breakage can be signifi- 
cantly increased by hybridization. Its frequency could not ascertained 
exactly in endosperms of Paris quadrifolia but it is certainly very low. 
In endosperms of 7’. grandiflorum the frequency of breakage is about 
1.06% which at the extremes is about 20 and 35 times less than in the 
hybrid endosperms obtained from Paris x Trillium. The breakage 
frequency in T'rillium chromosomes in these is between 18.1 and 35.5%. 
On the other hand, our experiments show just as clearly that spontaneous 
chromosome breakage is not always markedly increased in hybrid endo- 
sperms. In the cross 7'. grandiflorum x Paris quadrifolia the number of 
broken T'rillium chromosomes or the number of micronuclei is only a 
little higher than in pure T'rillium endosperms. 

This marked difference in breakage frequency between the reciprocal 
crosses is shown only by T'rillium chromosomes. The Paris chromosomes 
seem to be little changed in both crosses. How can this difference be 
explained ? 

It is evident that the Trillium genome in the Paris x Triliium 
endosperm is confronted by two new systems, viz. a foreign cytoplasm 
and a foreign genome. There is evidence that both systems are capable 
of raising the mutation rate. The number of gene mutations in the 
genome of E'pilobium hirsutum is more than doubled when it is transferred 
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to E. luteum cytoplasm (StuBBE, 1935). On the other hand increases 
in mutability can be obtained also by changes in the genetic background. 
The somatic mutability of the colour gene S” (petal spot) of Gossypium 
purpurascens is noticeably increased by transference to G. hirsutum. The 
effect does not appear until the F, and F, generation (HARLAND, 1937). 
HARLAND concludes that the mutability of a gene is controlled by other 
factors in the same genetic system. It only exceeds a certain rate when 
these genes are no longer present. 

As was shown in a previous study in 7’. grandiflorum the increased 
spontaneous breakage in endosperms with supernunierary fragment 
chromosomes is best explained by assuming that a genetic control is 
excercised by these chromosomes (RUTISHAUSER, 1956b). But the effect 
is not cumulative as in the mutation-promoting gene of Zea Mays 
(RHOADES, 1938). 

GitEs (1940, 1941) found that spontaneous breakage was trebled in 
the pollen grain mitoses of F, hybrids between 7’. canaliculata and T'. 
humilis. It varied between the F, individuals but was constant within 
each plant. GitEs (1940, p. 85) concludes that ‘‘this increase in aberra- 
tions may result from the recombination of genetic factors, following 
hybridization’”’. In this connection he was thinking particularly of genes 
which control the normal timing-cycle of chromosome coiling. Later he 
showed that spontaneous breakage rises still further in crosses between 
tetraploid and diploid T'radescantia species and attributes this increase 
to the greater genetic disturbance of the triploid chromosome comple- 
ment (GILES, 1941). Brook (1955) shares this view. 


It is impossible to decide from F, hybrids only, whether the rise in 
breakage frequency in endosperms of the Paris-T'rilliwm crosses is due 
to contact of T'rilliwm chromosomes with Paris cytoplasm or to inter- 
action between genomes. The data do give a hint, however, as to why 
breakage occurs. That there is a correlation between the number of 
heterochromatic segments and chromosome breakability is clear when 
corresponding chromosomes of different pollen plants are compared. It 
is particularly marked in A-, B- and E-chromosomes, where breakage 
increases with the number of differential segments. This indicates that 
spontaneous chromosome breakage in endosperms of Paris-Trillium 
crosses is at least partly controlled by heterochromatin. In this the 
proximal segments seem to be particularly effective. 


The assumption of a genetic control of chromosome breakage by the 
heterochromatin would explain why more breaks occur in the endosperms 
of Paris-Trillium crosses than in those of the reciprocal cross. It has 
long been supposed, and not without some experimental evidence, that 
the chromocentres may play an important part in the transfer of sub- 
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stances between the cytoplasm and nucleus. In support of this is their 
peripheral position in the nucleus and the structural changes they show 
in physiologically active cells (VANDERLYN, 1948, GraFt, 1940). In the 
nuclei of endosperms of Paris-T'rillium crosses it may be assumed that 
the chromocentres meet with an environment strange to them — that 
is, a plasm structure which is presumably not mutually compatible. 
It is possible that this results in a disturbance of the exchange of substan- 
ces between nucleus and cytoplasm, whereby the pre-conditions for 
spontaneous chromosome breakage are created. There would be no such 
disturbance in endosperms of the reciprocal cross because here the 
cytoplasm and chromocentres would be balanced. The chromosomes of 
Paris possess no visible heterochromatin. It may be assumed that if 
the exchange of substances between nucleus and cytoplasm is not 
concentrated at particular places similar conditions for breakage do 
not arise. 

The assumption of a control of breakage frequency by the hetero- 
chromatin does not explain all our results however. It is puzzling that 
the frequency of breakage in the five chromosome types of T'rillium is 
apparently not determined by their heterochromatin content. The A- 
chromosome of 7’. grandiflorum with an extremely short differential 
segment is relatively more frequently broken than B-chromosome which 
contains more heterochromatin. We therefore have the impression that 
there is no mutual influence between the chromosomes of the T'rilliwm 
genome in regard to breakability, each chromosome thus behaving as 
an individual unit. Thus any increase of breakage in one chromosome 
type does not involve an increase in another type. 


The high frequency of spontaneous chromosome breakage in the 
endosperms of Paris-T'rillium crosses would have a different background 
from that obtained by the introduction of fragment chromosomes into 
the endosperm of 7’. grandiflorum if our assumption proved correct. 
In the latter experiments a more marked effect of one chromosome type 
on another was noted, and it could be compared with the mutation- 
increasing effect of the D,-gene in maize (RHOADES, 1938). In contrast 
the heterochromatin would only influence breakability on the bearer 
chromosome itself. 

This is directly opposed to the explanation put forward to explain 
the peculiar breakage effect found in the heterochromatic knobs of maize 
chromosomes (McCiinTock, 1950). It was supposed that breakage pro- 
perties might be transmitted from the heterochromatin of one chromo- 
some to another, following fusion of these parts during interphase. 

The mitotic errors which appear in endosperms obtained from Paris- 
Trillium crosses are not caused only by spontaneous chromosome 
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breakage. There is also an increase in endomitotic divisions. Moreover 
many highly polyploid endosperm nuclei contain normal unbroken 
chromosomes, so that not all these nuclei are the result of persistent 
bridges (RUTISHAUSER, 1956b). Both processes lead to the formation 
of giant nuclei and the impression of completely irregular endosperm 
development is given. In addition there are disturbances in spindle 
formation and a slowing up of Trillium chromosomes which lead to 
cessation of the cold effect in heterochromatic segments in the endosperms 
of older seeds (cf. LA Cour, DEELEY and CHAYEN, 1956). It is therefore 
not surprising that the endosperm and seed development collapses 
completely so that viable seeds are never produced. 


Yet it is debatable whether the sterility is due to the consequences of 
spontaneous breakage and other errors in division, as has been stated 
for lily hybrids (Brock, 1954). It is remarkable that the cross 7’. grandi- 
florum x Paris quadrifolia never produces good seeds either, although 
here the abnormalities are small. The endosperms degenerate still earler 
than those of Paris x Trillium. Spontaneous chromosome breakage there- 
fore is not necessarily the cause of seed inviability. It is presumably more 
correct to regard it as an accompanying phenomenon of developmental 
disturbance due to the same cause; that is, to a disturbance of the total 
metabolism in hybrid endosperms. — 


Summary 


1. The behaviour of the chromosomes. of Trillium grandiflorum, T. 
cernuum, T'.erectum and 7’. luteum (all 2n = 10) was studied in cold-treated 
endosperms obtained from intergeneric fertilizations between Paris 
quadrifolia (2n = 20), where they are readily distinguishable from Paris 
‘chromosomes by their heterochromatin content. 


2. Spontaneous breakage of T'rillium chromosomes occurs in endo- 
sperms of the cross 7’. grandiflorum x Paris quadrifolia which is only a 
little higher in frequency than that found in pure T'rillium endosperms. 


3, In Paris x Trillium endosperms the following abnormalities ap- 
pear: a) Spontaneous chromosome: breakage in T'rillium chromosomes. 
b) Loss of TJ'rillium chromosomes through delayed arrangement on the 
spindle. c) Delayed anaphase separation of T'rilliwm chromosomes. 
d) Cessation of the cold effect in heterochromatic segments of T'rilliwm 
chromosomes in metaphases of older endosperms. (e) Upset in spindle 
formation. 

4. The breakage of T'rillium chromosomes in endosperms from Paris- 
Trillium crosses varies between 18.1 and 35.5%. The Paris chromo- 
somes are only slightly broken if at all. 
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5. Breakage is distributed unevenly over the five types of Trillium 
chromosomes and is concentrated in particular regions of chromosomes. 


6. The frequency of breakage in corresponding chromosomes is 
higher where more heterochromatic segments occur. From this it is 
concluded that there is a genetic control of spontaneous chromosome 
breakage by the heterochromatin. 


7. Both endosperm and seed development collapses in all crosses. 
Degeneration is earlier in the T'rillium-Paris crosses where spontaneous 
chromosome. breakage is relatively low. Spontaneus chromosome 
breakage therefore may not necessarily always be the cause of endo- 
sperm degeneration. 


References 


Booturoyp, E. R.: The reaction of Trillium pollen-tube chromosomes to cold 
treatment during mitosis. J. Hered. 44, 3—9 (1953). — Brock, R. D.: Spontaneous 
chromosome breakage in Lilium endosperm. Ann. of Bot., N.S. 18, 7—14 (1954). — 
Fertility in Lilium hybrids. Heredity 8, 409—420 (1954). — Chromosome balance 
and endosperm failure in Hyacinths. Heredity 9, 199—222 (1955). — DaR.LineTon, 
C. D.: Polyploidy, crossing-over and heterochromatin in Paris. Ann. of Bot. 5, 
203—216 (1941). — Dartineton, C. D., and L. F. La Cour: Nucleic acid starvation 
of chromosomes in Trillium. J. Genet. 40, 185—213 (1940). — DartineTon, C. D., 
and M. B. Upcotr: Spontaneous chromosome changes. J. Genet. 41, 297—338 
(1941). — Ernst, A.: Chromosomenreduktion, Entwicklung des Embryosacks und 
Befruchtung bei Paris quadrifolius L. und Trillium grandiflorum Satss. Flora 91, 
1—46 (1902). — Forp, C. E.: Chromosome breakage in nitrogen mustard treated 
Vicia faba root-tip cells. Proc. 8th Inter. Congr. Genet., Suppl. to Hereditas, 570 
(1949). — Gerrter, L.: Weitere cytogenetische Untersuchungen an natiirlichen 
Populationen von Paris quadrifolius. Z. Vererbungslehre 75, 161—190 (1938). — 
Gites, R.: Spontaneous chromosome aberration in T'radescantia. Genetics 25, 
69—87 (1940). — Spontaneous chromosome aberration in triploid Tradescantia 
hybrids. Genetics 26, 632—649 (1941). — GraFt, J.: Cytologische Untersuchungen 
an Sauromatum guttatum. Osterr. bot. Z. 89 (1940) — Haruanp, S. C.: The genetics 
of cotton XVII. Increased mutability of a gene in G. purpurascens as a consequence 
of hybridisation with G@. hirsutum. J. Genet. 84, 153—168 (1937). — KuRABAYASHI, 
M.: Differencial reactivity of chromosomes in Trillium. J. Fac. Sci., Hokkaido 
Univ. Ser. 5, 6, 233—248 (1952). — Denaturation of chromatin and its related 
phenomena observed in somatic tissues under low temperature. Jap. J. Bot. 14, 
349—364 (1954). — La Cour, L. F., E. M. Degtry and J. CHayen: Variations 
in the amount of Feulgen stain in nuclei of plants grown at different temperatures. 
Nature 177, 272—273 (1956). — La Cour, L.F., and A. RutisHauser: X-ray 
breakage experiments with endosperm. 1. Sub-chromatid breakage. Chromosoma 
6, 696—709 (1954). — Mazza, D.: The particulate organization of the chromosomes. 
Proc. Nat. Acad. Sci. U.S.A. 40, 521—527 (1954). — McCurnroox, B.: The origin 
and behaviour of mutable loci in maize. Proc. Nat. Acat. Sci. U.S.A. 86, 344—355 
(1950). — Reve, S.H.: Chromosome breakage by X-rays and radiomimetic 
substances in Vicia. Heredity 6, 107—124 (1952). — Ruoapzs, M.: Effect of the 
D,-gene on the mutabilitiy of the A, allele in maize. Genetics 28, 377—397 (1938). — 
RutisHavseR, A.: Die Entwicklungserregung des Endosperms bei pseudogamen 
Ranunculusarten. Mitt. naturforsch. Ges. Schaffhausen 25, 1—45 (1953). — 
Das Verhalten der Chromosomen in arteigener und artfremder Umgebung. Vjschr. 











340 A. RurisHavser and L. F. La Cour: Spontaneous chromosome breakage 


naturforsch. Ges. Ziirich C 1955, 17—26. — Genetics of fragment chromosomes 
in Trillium grandiflorum. Heredity (in the press, 1956 a). — Chromosome distribution 
and spontaneous chromosome breakage in Trillium grandiflorum. Heredity (in the 
press, 1956h). — RutisHavser, A., and L. F. La Cour: Spontaneous chromosome 
breakage in endosperm. Nature 177, 324—325 (1956). — Sterrenson, D.: Induction 
of chromosome breakage at meiosis by a magnesium deficiency in Tradescantia. 
Proc. Nat. Acad. Sci. U.S.A. 89, 613—620 (1953). — Breakage of chromosomes in 
Tradescantia with a calcium deficiency. Proc. Nat. Acad. Sci. U.S.A. 41, 155—160 
(1955). — Srusssz, H.: Uber den Einflu8 des artfremden Plasmas auf die Konstanz 
der Gene. Z. Vererbungslehre 70, 161—169 (1935). — VanDERLYN, L.: The hetero- 
chromatin problem in cytogenetics as related to other branches of investigation. ~ 
Bot. Rev. 15, 507—582 (1949). 


Dr. A. RutisHavser, SonnmattstraBe 5, Schaffhausen (Schweiz) 


L. F. La Cour, John Innes Horticultural Institution, 
Bayfordbury, Hertford, Herts. (England) 











Chromosoma, Bd. 8, S. 341—350 (1956) 


From the Department of Genetics, University of California, Berkeley, California 


EFFECTS OF KINETIN ON CELL DIVISION, WITH SPECIAL 
REFERENCE TO INITIATION AND DURATION OF MITOSIS 
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An important gap in our knowledge of cell division concerns the fac- 
tors which are responsible for initiating mitosis. Recent studies have 
shown that actively dividing cells usually double their mass and protein 
content, as well as their nuclear DNA, some time before the end of inter- 
phase. The changes in mass have been described for amoebae by Maz1a 
and Prescott (1954). There is a growing volume of information on the 
time of DNA synthesis in various organisms (see reviews by Swirt 1953 
and VENDRELY 1955). Howarp and PELo’s study (1951) has shown that, 
in root meristems of Vicia faba, synthesis of new DNA is completed seve- 
ral hours before the onset of prophase. Mazra (1956) has suggested a 
possible ‘‘trigger’”’ mechanism which sets in motion the events observed 
under the microscope as nuclear and cell division. This trigger may be a 
substance, or group of substances, in whose absence the cell cannot begin 
division. The nature and specificity of such a substance are as yet 
unknown. With the discovery of kinetin, a clue may now be available. 

Kinetin (6-furfurylaminopurine) was isolated by MinuEerR, Sxooe, 
von Satz, and StronG (1955) from yeast extract and from DNA of 
herring sperm and calf thymus. It was found to induce a high rate of cell 
multiplication in tobacco “wound” callus tissue, which — in a medium 
containing White’s agar and indoleacetic acid — had undergone only 
limited cell enlargement but no cell division. 

The purpose of the investigation reported here was twofold: (1) to 
study the cytological response of onion root meristems to kinetin, and (2) 
to test the effects of non-toxic concentrations of the substance on initia- 
tion of nuclear and cell division as well as on the rate of mitosis and its 
component stages. 


Materials and methods 
Growing roots of onion, Allium cepa, were used for examinations of the effects 
of kinetin! on mitosis. The methods of rooting, treatment, and analysis were similar 
to those of a previous investigation (GUTTMAN 1952). Small onion bulbs were placed 
on vials containing tap water at room temperature. When roots had grown to 
1—2 cm in length, each bulb was transferred to a vial containing a treatment or con- 
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trol solution for periods varying from one half hour to several weeks. Concentrations 
of kinetin ranged from 0.01 ppm to 5 ppm. 

Though tapwater is considered to be a more favorable solvent in this kind of 
experiment (see KauFMANN and Das 1954), double distilled water was used by us, 
as parallel runs were made by Dr. W. Puiavt for future autoradiographic determina- 
tions of P** incorporation. Tap water, in this laboratory, has a pH of 7.5, while the 
pH of the double distilled water and double distilled water plus kinetin were found 
to be 7.1 and 6.7. No cytological abnormalities were found to be due to variations 
in pH and roots grown in double distilled 
water were indistinguishable from those in 
tap water. 

After treatment, two roots were removed 
from each bulb and fixed immediately in 
3:1 alcohol acetic acii. Each treatment 
had wo replications (2 bulbs x 2 roots/bulb), 
and simultaneous controls. 

Squashes of the first millimeter of each 
root tip were stained with aceto-carmine, 
care being taken that the cells spread, 
without separating, in one layer over the slide. 
This procedure was facilitated by hydrolysis 
of the roots in 50 per cent HCl for five 
minutes prior to squashing. To eliminate 
subjective bias, all slides in these studies 
were coded prior to examination through 
the cooperation of other workers in the 





‘ fi. laboratory. 
Fig. 1. Onion roots treated with 1 ppm Examination consisted of observation 
kinetin, left — 48 hours, right — of morphological abnormalities in the treated 
2 weeks roots and aberrations in dividing and non- 


dividing cells. Counts were made of a sample 
of cells from each root meristem. From each slide ten microscopic fields — as 
observed under a 12.5x ocular and a 43x objective — were selected at random 
and the number of interphases, prophases, metaphases, anaphases and telophases 
were recorded for each field. 


Results 
Morphological abnormalities 

Kinetin, in concentrations of 1 ppm, 3 ppm, and 5 ppm, caused a 
considerable curving of the roots beginning after 24 hours of treatment. 
In 1 ppm, root growth continued indefinitely each root apparently going 
through cycles of curvature and adaptation, thus producing an abundance 
of wavy and coiled roots (Fig. 1). Higher concentrations inhibited root 
elongation, sometimes produced swelling of the region above the tip. 
Transfer of the bulbs from treatment solution to distilled water or tap 
water generally resulted in resumption of normal growth. 


Cytological abnormalities 
No aberrations were observed below 1 ppm kinetin. This concentra- 
tion, examined after 4, 6, and 24 hours of treatment, produced a large 
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majority of slides — each slide representing a different root tip—which 
seemed completely normal, and a small number in which some meta- 
phase chromosomes were slightly thickened and shortened. There 
was no visible disturbance of spindle formation or anaphasic move- 





Fig. 2—6. Effects of kinetin on root-tip cells of Allium cepa. Fig. 2. Binucleate cell, 1 ppm 

kinetin — 24 hours, x 1350. Fig. 3. Pycnosis, note leakage of nuclear material in one 

direction, 3 ppm kinetin — 6 hours, x 660. Fig. 4. Same slide as 5, single cell, x 1350. 

Fig. 5. 4n anaphase treated with 3 ppm kinetin — 6 hours, x 1350. Fig. 6. 4n nucleus, 
note 6 nucleoli, 3 ppm kinetin — 6 hours, x 1350 


ment of chromosomes to the poles. A small number of binucleate cells 
(Fig. 2) were observed after 24 hours in 1 ppm. 

Higher concentrations induced a variety of abnormalities in the meri- 
stematic region of the root. Among these were the following: 

3 ppm: Mitosis was inhibited after two hours of treatment, the re- 
maining figures were predominantly prophases. Metaphase chromosomes ' 
were contracted but distributed normally on the equator. There was 
considerable pycnosis (Figs. 3 and 4) which took the form of leakage of 
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nuclear materia] out of the cell, occurring only at interphase and pro- 
phase. Many polyploid cells were observed after six hours, either under- 
going division (see tetraploid anaphase, Fig. 5), or recognizable at 
interphase because of their large number of nucleoli (Fig. 6). The ratio 
of nuclear volume to cell volume seemed exceptionally large in these cells. 

5 ppm: Division was inhibited immediately ; there were symptoms of 
cytoplasmic degeneration and of advanced pycnosis. Six hours of treat- 
ment resulted in a number of unusual aberrations. One root tip (Figs. 7 
and 8), had very few division figures, all of which were early prophases 
(Fig. 7). These were located in clusters within areas of pycnotic cells 





Fig. 7—8. 5 ppm kinetin for 6 hours. Both x 660. Fig. 7. Most nuclei inearly prophase. 
Fig. 8. Mixture of interphasic, prophasic and pycnotic nuclei, same slide as Fig. 7 
(Fig. 8) that appeared misshapen with shrunken cytoplasm and small 
vacuolate nuclei. The meristem of another root tip from this treatment 
(not pictured here), was divided into alternating areas of small dense cells 
with heavily stained nuclei, some of which were undergoing mitosis, and 
areas of large, parenchymalike cells with small, non-dividing nuclei. 

High concentrations of kinetin seem to affect particularly the pro- 
phases. At such concentrations, the substance apparently does not 
inhibit the initiation of mitosis, but rather prevents its continuation. The 
possible significance of this phenomenon will be discussed later. The poly- 
ploidy observed seems to be due, not to a disturbance of spindle activity 
and blocking of metaphase, as with colchicine, but rather to a lack of 
synchronization between nuclear division and cytokinesis. The chromo- 
somes usually move normally to opposite poles but may be included in 
one cell when no cell plate is formed (Fig. 2). Fusion of nuclei would then 
result in tetraploidy. 

Frequencies of divisions and mitotic stages 

The main purpose of this investigation was to test the action of kinetin 

on rates of initiation and duration of mitosis. For this, concentrations 
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Table 1. Effects of kinetin on number of cells in division 
































Treatment Number of cells Divisions 
cone. Total cells e 
substance ppm hours sessed total m 
i 
Double dist. H,O . 4 209 2216 0.09096 
Kinetin ..... 0.5 4 365 3544 0.10603 1.808 
Kinetin ..... 1.0 4 565 4474 0.13280 4.2972 
Double dist. H,O . 24 139 | 1722 0.06465 
Kinetin ..... 1.0 24 296 2985 0.09643 3.914? 
m_—mcC 


8-e€-ME—MC 
2 significant at 0.01 level. 


were found which were active physiologically without causing any obvious 
abnormalities. Table 1 presents a summary of the mean proportions of 
dividing cells per microscopic field in two such concentrations and com- 
parisons with their controls. 

The lowest concentration to show any appreciable (though not yet 
significant) departure from normal was 0.5 ppm kinetin. Roots treated 
with 1 ppm had significantly larger proportions of division figures, both 
after 4 hours and 24 hours of treatment. Separate controls were run with 
each treatment period and each: “‘t” test represents a comparison of the 
difference in mean proportion of divisions per field between the treatment 
(K) and its own control (C). 

The highly significant increase in the observed proportions of divisions 
and corresponding decrease in the interphases may be due to any one of 
three causes: a) an increasein the duration of mitosis, interphase duration 
remaining unchanged b) shortened interphase without any change in 
duration of mitosis, and c) changes in both mitosis and interphase, the 
former being lengthened and the latter shortened. 

Examining each of possibilities (a) and (b) in turn, we can make crude 
estimates of the magnitude of each implied change. 

Let M be the absolute time of duration of mitosis and J the absolute 


‘ time of duration of interphase. Let m equal the observed mean propor- 


tion of division figures per field (recorded in Table 1). Then 1—m equals 
the mean proportion of cells in interphase. 

Now, the ratio of M to J — whether for control or experimental fields 
— can be assumed to be approximately equal to the ratio of m to 1—m: 


MK mk Mc_ mc (1) 


Mx 1—mkx’ Ic 1--mc 





a) In consequence, 


Mk _ mx (l—mc) x 
No 7 a0 aes (I¢ = Ix) (2) 
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Substituting in (2) from Table 1, for 1 ppm kinetin, 4 hours, 
Mx 0.13280 x 0.90904 








Mc ~ 0.09006 x 0.86720 ~ **°* 

and for 1 ppm kinetin, 24 hours, 
Mk 0.09643 x 0.93535 pa 
= = 1.55 





Mc 0.06465 x 0.90357 


In both cases, the duration of mitosis has been increased by about 
fifty per cent — if the hypothesis Ig = I, is true. 

In the light of the differential changes between the four stages in 
mitosis (summarized in ‘Table 2), it is doubtful that this hypothesis is 
entirely correct. Table 2 shows consistent changes in the relative fre- 
quencies of mitotic figures after immersion in 0.5 and 1.0 ppm kinetin. 
In each case there were significantly fewer prophases, while the number 


Table 2. Effects of kinetin on relative frequencies of mitotic stages 





























Treatment Proportions of divisions/field 
substance ppm | hours prophase | metaphase anaphase | telophase 
Double dist. water | 4 0.5678 0.1546 0.0694 0.2082 
Kinetin Betsy cg 0.5 4 0.46051 0.1226 0.0518 0.3651 2 
Kinet "5 5 1.0 + 0.45662 0.1398 0.0867 0.31682 
Double dist. water 24 0.5542 0.0937 0.0643 0.2878 
Kemetan 275.0) 20058 1.0 24 0.41922 0.1178 0.0808 0.3812 





1 y? significant at 0.05 level 
2 ¥? significant at 0.01 level 


of treated telophases exceeded those of their controls. Metaphases and 
anaphases showed no significant deviations. 

Prophase, in control roots, occupies by far the largest part of mitosis. 
This agrees with observations of SETTERFIELD, SCHREIBER, and Woo- 
DARD (1953). One would expect a fifty per cent increase in the length of 
the whole mitotic period to be due to a considerable extent to a prolonged 
prophase. Yet exactly the opposite seems tc be the case after treatment 
with kinetin: prophase has probably been greatly shortened. It seems 
unlikely that the very drastic increases in the other three stages, necessary 
to account for the fifty per cent change in the whole period, could have 
occurred without any accompanying visible cytological alterations. 

b) Assuming now alternatively that there was no change in the dura- 
tion of mitosis, or Mg = Mx, then from formula (1) we derive 





Ik _ mc (l—mk) e} 











Tenens cocememoaene T 
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The right member of equality (3) is simply the reciprocal of the cor- 
responding member of equality (2). 
Then for 1 ppm kinetin, 4 hours, 
Ik 


Te = 0.65 


and for 1 ppm kinetin, 24 hours, 


Ik 
a 0.66 

If the length of mitosis remained unchanged, then the interphase. of 
the treated material has been shortened to two thirds of the normal 
duration. 

Assuming a total division cycle (prophase to prophase) of about 24 
hours per cell, one would expect a decrease to about 16 hours after treat- 
ment with kinetin. In such a case, prophase of the next division might 
be expected to begin at the end, or closely after, completion of DNA 
doubling. 

It is interesting to note the similarity in the ratios from 4 hour and 
24 hour treatments, even though these treatments were made at different 
times and had their own controls. Since after 24 hours most cells can be 
expected to have completed at least one division cycle, this would suggest 
a specific action of kinetin during successive divisions. However, to 
confirm this hypothesis, the effect of kinetin at longer intervals would 
have to be tested. 

c) The third possible effect of kinetin is a change in length of duration 
of both interphase and mitosis. Mitosis is lengthened — though by less 
than predicted in (a) — interphase is shortened by less than one third. 
This seems to us to be the most plausible explanation of the events 
observed and does not contradict the changes produced by kinetin after 
initiation of nuclear division. 


Discussion 

Little can be said, at present, about the mode of action of kinetin in 
the meristematic cell. It would be desirable to compare the time interval 
between the end of DNA doubling and prophase initiation in controls 
with that of roots grown in kinetin solutions. Autoradiographic deter- 
minations should provide such information. The data reported above 
lead one to expect a shortening of this interval with kinetin. 

Our results indicate a twofold response of the cell to a non-toxic dosage 
of kinetin. The first occurs at some specific period of interphase, probably 
after completion of DNA doubling, when the limiting factor for initia- 
tion of prophase is the need for some substance giving the final stimulus 
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for nuclear division. Under such conditions, kinetin may provide this 
stimulus and act as a trigger. 

Once mitosis has begun, low concentrations seem to influence the rate 
of spiralization and despiralization of the chromosomes, without appre- 
ciably affecting formation of the spindle and anaphasic movement. This 
is inferred from the results of Table 2, which show a pronounced 
shortening of prophase and corresponding lengthening of telophase. It 
should be remembered that no changes were evident upon microscopic 
examination. 

Though little is known about the chemistry of, the chromosomal 
coiling process, there are some suggestions that it may be associated with 
the RNA metabolism of the nucleus. SERRA (1947) believes spiralization 
of the chromosomes during mitosis and meiosis to be caused by the col- 
loidal properties of peripheral nucleoproteins, and in particular of the 
ribonucleic proteins. Kaurmann, McDona.p, and Gay (1948) demon- 
strated that ribonucleic acid may be present in the chromosome in more 
than one form: a constant RNA component of the chromonemata and a 
second, labile, form which undergoes a cycle of accretion and of dispersal 
during mitosis. Kinetin may possibly influence the latter cycle by pro- 
moting the rate of spiralization at prophase and slowing down despiraliza- 
tion at telophases. The action of kinetin may be on the degree as well as 
on the rate of coiling, though the effects observed were never so drastic 
as to prevent uncoiling altogether. 

Further evidence for a relation between ribonucleioproteins and the 
chromosome cycle comes from the. work of JacoBsoN and WEBB (1952), 
who found that ribonucleic proteins stained from prophase through 
anaphase and were apparently shed from the chromosomes at telophase. 
Ris and KLEINFELD (1952) tested the nature of the material eliminated 
from the chromosomes in the first maturation division of Solenobia and 
found this to consist mainly of ribonucleoprotein. 


One of the cytological alterations induced by 5 ppm kinetin may also 
reflect an association with RNA metabolism. Figs. 7 and 8 come from a 
single root tip which had been treated with this concentration for six 
hours. Large numbers of arrested prophases were the only kinds of stages 
observed. Asimilar phenomenon was described by FirkrET, CHEVREMONT- 
ComHaIRE and CHEVREMONT (1955) upon treatment of onion roots with 
ribonuclease. They reported that 95 per cent of all nuclei contained 
granular and filamentous material or were “‘prophasic” in appearance. 
Few, if any, other mitotic stages were seen. FIRKET and CHEVREMONT 
concluded that “removal of RNA by ribonuclease does not prevent 
synthesis of DNA by cells before prophase but inhibits further develop- 
ment of mitosis”’. 
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There is a seeming contradiction in the hypothesis that low concentra- 
tions of kinetin promote the rate of accumulation of ribonucleoproteins, 
while stronger doses apparently are associated with their removal. 
However, an analogous relationship was reported by Bracuet (1954), 
who studied the sequence of events resulting from treatment of intact 
onion roots with crystalline ribonuclease, prior to their immersion in 
water containing radioactive phenylalanine. Incorporation of the pheny]- 
alanine into RNA increased during the first three hours of the experiment, 
was inhibited thereafter. 

The type of investigation described here can give only indirect evi- 
dence on the processes involved. Further tests are necessary, both to 
prove the presence of a trigger action of kinetin and to determine its mode 
of action during the lifecycle of the cell. Negative results were obtained 
by Lerrr& (1956) in a study of the effect of kinetin on division in animal 
and human cells. Further demonstrations would be of value, even if 
limited to plants or certain groups of plants, such as angiosperms. If 
similar effects of the substance can be found in a range of organisms, 
kinetin may prove to be a valuable lead in the study of the mechanics of 
cell division. 

Summary 

Kinetin, a substance recently isolated from DNA preparations, pro- 
duced polyploidy and various forms of pycnosis in meristematic cells of 
growing onion roots. 

Non-toxic concentrations of the substance changed the mean dura- 
tions of mitosis and interphase as well as the relative durations of pro- 
phase, metaphase, anaphase, and telophase in onion root tip cells. It was 
inferred that the time of the mitotic period was increased, while the dura- 
tion of interphase was decreased by addition of kinetin to the medium. 

The phenomena observed are interpreted to be due to (a) a trigger 
action of kinetin some time during interphase, resulting in premature 
prophase initiation, and (b) effects of kinetin on the coiling cycle of the 
chromosomes. 

It is suggested that the activity of kinetin may in some way be 
associated with the RNA metabolism of the nucleus. 
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